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RESUMO
O PAPEL DA DIETA HIPERLIPIDICA NA PROTEGAO CONTRA A MALARIA
CEREBRAL EXPERIMENTAL

E bem estabelecido que mudancas na dieta podem ter um impacto significativo
no sistema imunolégico, e que modificagdes no balango lipidico podem contribuir
para a progressao de diversos tipos de doengas. A malaria é uma preocupagéo
global e o desenvolvimento da doenga ja foi relacionado com o estado nutricional
do hospedeiro. Portanto, se torna crucial compreender como fatores ambientais,
nesse caso, o consumo alimentar, pode influenciar na infecgdo por parasitas
causadores da malaria. Com esse objetivo, camundongos machos da linhagem
C57BI/6 foram alimentados por dieta hiperlipidica, com 60% das calorias
advindas de lipideos, por doze semanas ou cinco dias. Apos esse periodo, os
animais foram infectados por Plasmodium berghei ANKA ou NK65 e a
parasitemia, sobrevivéncia e sintomas neurologicos foram acompanhados.
Considerando que uma das primeiras vias de eliminagao do parasita € o estresse
oxidativo, foi utilizado um antioxidante, o N-Acetil- Cisteina (NAC) em associagéo
a dieta hiperlipidica, para avaliar se 0 mesmo efeito na infec¢ao seria observado.
Diferente dos animais do grupo controle, que morreram apos aproximadamente
8 dias de infeccdo e 7% de hemacias parasitadas, o grupo alimentado por dieta
hiperlipidica, a longo e curto prazo, mesmo tratado com antioxidante, foi
resistente a infecgdo, sem apresentar aumento da parasitemia nem sinais
clinicos da doencga. Além disso, foi observado aumento das principais citocinas
pré inflamatérias como TNF-a, IFN-y e IL-6 no bago dos animais infectados,
independente da dieta. Concluimos, portanto, que a administracdo de dieta
hiperlipidica a curto e longo prazo é capaz de prevenir completamente a infecgéo
por Plasmodium berghei ANKA e que o tratamento com antioxidante nio foi
capaz de reverter essa protecao.

Palavras-chave: Obesidade, Malaria grave, Dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

ROLE OF A HIGH-FAT DIET IN PROTECTION AGAINST EXPERIMENTAL
CEREBRAL MALARIA

It is well known that dietary changes have a significant impact on the immune
system, and modifications in lipid balance may contribute to disease progression
in several cases. Malaria is still a major global health concern, and the
development of the disease has already been linked to the host's nutritional
status, so it's critical to understand how environmental factors, such as dietary
variations, can influence the outcome of infection. We therefore investigated the
effect of a short-term diet in a murine model of experimental cerebral malaria. For
this, male C57BI/6 mice were fed a high fat diet containing 60% of the calories
from lipids for 5 days. Following this period, the animals were infected with
Plasmodium berghei ANKA, and parasitemia, survival, and neurological scores
were compared. Considering that one of the first elimination routes of the
intracellular parasite is oxidative stress, the antioxidant N-acetylcysteine was
administered to assess whether the protection would be reversed, but the animals
fed a hyperlipidic diet reacted the same way to infection even after NAC
administration. Unlike the control group, which died after eight days of infection
with roughly 7% parasitized red blood cells, the hyperlipidic diet group was
resistant to infection, with no clinical signs and no increase in blood parasitemia.
Several proinflammatory cytokines such as TNF-a IFN-y and IL-6 were increased
in the spleen of both infected groups, regardless of their diet. The provision of a
high-fat diet to mice for as little as 5 days completely prevents Plasmodium
berghei ANKA infection in C57BI/6 mice, while the treatment of an antioxidant
failed to reverse the parasite protection.

Keywords: Obesity, severe malaria, high fat diet.
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1 INTRODUGAO

O reconhecimento da obesidade como doenca foi estabelecido em 1948
pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude), de acordo com a Classificagéo
Internacional de Doengas (ICD) (JAMES, 2008). O aumento de peso da
populagdo mundial representa uma preocupacao relevante para saude publica,
principalmente considerando que a prevaléncia da obesidade triplicou nos
ultimos quarenta anos, e que o estado nutricional esta relacionado a um pior
prognostico para diferentes doengas (WHO, 2022). No Brasil, houve um aumento
expressivo da obesidade e do sobrepeso em todos os estados nos ultimos anos,
mas especialmente nas regides norte e nordeste (FELISBINO-MENDES et al.,
2020).

O sobrepeso e a obesidade sao considerados fatores de risco para
diversas doengas crbnicas incluindo diabetes, doengas cardiovasculares e
cancer (GUH et al., 2009). Anteriormente, relacionada como um problema restrito
a paises de alto desenvolvimento econdmico, a obesidade e o sobrepeso agora
aumentam de forma drastica em paises em desenvolvimento, que em sua
maioria, além de precisar lidar com diversas doencgas infecciosas e subnutri¢ao,
precisam enfrentar novos desafios como a obesidade e sobrepeso, e inclusive
com a coexisténcia dessas doencas (WHO,2018).

A OMS utiliza o indice de Massa Corporal (IMC) como base para definicdo
da obesidade (OMS, 2000). Este parametro € calculado pela divisdo do peso
pelo quadrado da altura e o individuo € considerado obeso quando possui o IMC
= 30 kg/m? (Tabela 1). Apesar deste método apresentar algumas limitagdes,
como por exemplo ndo considerar a massa muscular esquelética do organismo,
ele possui grande relevancia para avaliagdes epidemiologicas. Diversos estudos
relataram que o IMC estd associado com o risco de doencgas (FELISBINO-
MENDES et al., 2020).
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Tabela 1. Classificagdo de individuos adultos de acordo com o indice de massa
corporal (IMC)

Categoria IMC (Kg/m?)
Abaixo <18,5
Peso normal 18,5- 24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade > 30
Obesidade grau | 30-34,9
Obesidade grau Il 35-39,9
Obesidade grau lli =40

IMC: indice de Massa Corporal. Adaptado de: OMS, 2000.

Reconhecidamente uma sindrome de causa multifatorial, que apesar de
ser explicada de forma simplificada por uma situagcdo em que ha o excesso de
ganho de energia (consumo alimentar) em relagdo ao gasto (perda de energia
via metabolismo e atividade fisica), possui a etiologia altamente complexa e inclui
fatores genéticos, fisioldgicos, ambientais, psicologicos, sociais, econbémicos e
até culturais que interagem em graus variados para promover O Seu
desenvolvimento, tornando-a especialmente desafiadora de ser prevenida e
tratada (ARONNE; NELINSON; LILLO, 2009; JAMES, 2008).

Considerando que o perfil alimentar representa uma grande influéncia no
aumento da incidéncia da obesidade, esse cenario parece nao caminhar para
uma resolugéo. Isto porque, analisando a evolugao da disponibilidade domiciliar
no Brasil, a ultima pesquisa de orgamentos familiares (POF-2018) realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), indicou que alimentos
processados e ultra processados vem ganhando cada vez mais espago na dieta
dos brasileiros (POF, 2021).

Alguns estudos ja mostraram como a obesidade impacta o
desenvolvimento de doencas infecciosas, inclusive integrantes do nosso grupo
de pesquisa discutiram a correlagdo entre a obesidade e a recente pandemia de
COVID-19 (GONCALVES et al.,, 2021). Considerando que as doengas

20



infecciosas continuam muito presentes, principalmente em paises em
desenvolvimento, se torna essencial compreender como a dieta e o estado
nutricional dos individuos afetam sua resposta imune contra patégenos.

Apesar dos imensos esfor¢os para eliminagdo da malaria, incluindo a
descoberta de medicamentos efetivos, inseticidas potentes, ferramentas de
diagndstico rapido e estratégias de prevencgao inovadoras, ela continua uma das
doengas parasitarias mais mortais do mundo ano apos ano (CASTELLI;
TOMASONI, 2022).

Levando em consideracdo que o consumo de dieta hiperlipidica € capaz
de modificar a resposta imunologica (BUCKMAN et al., 2014; BUETTNER;
SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; CHRIST; LAUTERBACH; LATZ, 2019),
e que a malaria cerebral € uma doenga em que a resposta imunologica é uma
das principais responsaveis pelos danos causados, levando a uma alta
mortalidade (HUNT et al., 2006), se torna fundamental compreender como a
obesidade, ou apenas o consumo de dieta hiperlipidica a curto prazo pode afetar
o curso da infecgao por Plasmodium berghei ANKA.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1.1 Obesidade

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2016, 650
milhées de adultos e 40 milhdes de criangas foram classificados como obesos.
No mesmo ano, 22% da populacéo adulta brasileira se encontrava obesa e esse
numero vem crescendo a cada ano (WHO, 2018). Portanto, compreender as
interagdes entre a obesidade e o sistema imune, suas influéncias e potenciais
regulagdes se torna fundamental para a compreensao e visdo atualizada dos
proximos desafios.

A expansao do tecido adiposo durante a obesidade esta associado a
alteracdes de diversos fatores, podendo comprometer a relagdo neuroenddcrina
que regula o metabolismo e a imunidade (KAWAI; AUTIERI; SCALIA, 2021).
Dentre as varias proteinas secretadas pelo tecido adiposo que podem estar
alteradas na obesidade sdo adipocinas, como a leptina, que atuam na
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imunidade, hemostasia, pressdo sanguinea, metabolismo de lipidios, regulagcéo
do apetite e equilibrio de energia, angiogénese e sensibilidade a insulina
(PROCACCINI et al., 2017; TRAYHURN; WOOD, 2004; ZHAO; KUSMINSKI;
SCHERER, 2021).

A obesidade esta relacionada com um estado inflamatério crénico de
baixo grau, com acumulo e polarizagao de macrofagos e células dendriticas para
o estado pro inflamatorio, principalmente no tecido adiposo, além da presenca
de altos niveis de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-1B e
quimiocinas como a CCL2, sendo implicado no desenvolvimento de diversas
enfermidades como diabetes do tipo 2, doengas cardiovasculares e outras
(BERG; SCHERER, 2005; BLUHER, 2019).

O tecido adiposo € heterogéneo e contém uma populagao residente de
células do sistema imune, principalmente macrofagos e linfécitos T, que estéo
envolvidas no desenvolvimento da inflamacéo na obesidade. Estas células séo
espacialmente e temporalmente dependentes da quantidade de tecido adiposo,
e em fungao disso também podem alterar o perfil de secre¢cao dos adipdcitos ao
seu redor (IYER et al., 2010).

A maioria das células T residentes no tecido adiposo de individuos
magros séo células T-reguladoras (T regs) e células Th2, que juntamente com
os macrofagos residentes, produzem IL-10 constituindo um estado anti-
inflamatorio (FEUERER et al., 2009). Por outro lado, as células T residentes
predominantes no tecido adiposo de obesos sao predominantemente células T
efetoras Th1 e CD8+. A alteragdo na populagdo e na fungdo das células T do
tecido adiposo ocorre precocemente durante o desenvolvimento da obesidade
(NISHIMURA et al., 2009). Essa situagdo pode perturbar a homeostase dos
adipocitos e desencadear uma resposta imune que conduz ao maior
recrutamento de macréfagos (LUMENG; MAILLARD; SALTIEL, 2009).

A obesidade também esta associada ao aumento de infiltrado de
macréfagos (WEISBERG et al., 2003). Além de aumentar a quantidade através
do recrutamento dessas células, a obesidade também é responsavel pela
mudanga fenotipica na polarizagdo do macrofago no tecido adiposo. Diferentes
estimulos ativam os macrofagos para expressar distintos padrées de

marcadores de superficie, de quimiocinas e enzimas metabdlicas, o que implica
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na sua diversidade de fung¢do, podendo atuar como pré ou anti-inflamatérias
(LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).

Atualmente, o infiltrado de macréfagos na obesidade é subdividido em M1,
M2a, M2b, M2c ou entre trés grupos primarios baseados em sua fungdo como
defesa do hospedeiro, cicatrizagdo de feridas ou regulagdo imunoldgica de
acordo com os componentes do microambiente (THOMAS; APOVIAN, 2017).

Na obesidade, a infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo é uma etapa
importante na inflamacéo crénica de baixo grau, pois os macrofagos, além de
desempenhar um papel pro-inflamatério no tecido adiposo, alteram e
potencializam a inflamacgao sistémica, especialmente em estados inflamatorios
cronicos (IYER et al., 2010). Tem sido relatado que ambos os macrofagos M1 e
M2 estdo presentes no tecido adiposo, e de acordo com o infiltrado de
macrofagos no tecido adiposo durante a obesidade, ocorre a mudanga de
fendtipo de macrofagos de M2 para M1 (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).

Outras células do sistema imunolégico também estdo alteradas em
camundongos obesos C57/BL6 por dieta hiperlipidica, incluindo uma menor
atividade de células NK, células dendriticas com menor capacidade de
processamento e apresentagdo de antigenos e fungédo de linfocitos T CD8*
prejudicada (KARLSSON; SHERIDAN; BECK, 2010; SMITH et al., 2009).

Além da composicao celular, a expressdo de determinados receptores
sdo alvos de estudos na obesidade. Amplamente expresso nas células
supracitadas, CD36, é um receptor scavenger classe B multifuncional, expresso
em adipdcitos, plaquetas e células apresentadoras de antigeno, como
macroéfagos e células dendriticas, esta envolvido na angiogénese e metabolismo
lipidico. Tem como papel principal transportar para dentro das células acidos
graxos livres mas também pode atuar no reconhecimento de padrbes de
patégenos em células do sistema imune inato (THOMAS; APOVIAN, 2017).

Pesquisadores demonstraram recentemente que a obesidade induz a
expressao de CD36 em pré-adipocitos, promovendo seu desenvolvimento para
adipdcitos maduros e aumentando a inflamacéo local, em humanos e modelos
murinos induzidos por dieta. (LUO et al., 2020)

Além disso, macréfagos, células dendriticas e linfocitos T do tecido
adiposo aumentam a expressao de CD36 especialmente no tecido adiposo e
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figado durante a obesidade induzida por dieta hiperlipidica (BONEN et al., 2006)
(COUTURIER et al., 2019) Sendo uma das diferentes formas da obesidade

influenciar no aumento da inflamagao como demonstrando na figura 1.
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Figura 1. Vias moleculares que conectam a obesidade e a inflamagao. Diversas vias
participam nos sinais que levam a obesidade induzida por dieta e sinais inflamatdrios
até chegar a respostas celulares que afetam o individuo. Incluindo sinais pro
inflamatorios (em vermelho) e anti-inflamatdrios (em azul) Adaptado de Lumeng, 2011.

Devido a tantas alteragdes, ja seria esperado uma resposta diferente de
individuos obesos no caso de infecgdes. Em geral, animais obesos com
deficiéncia da leptina (ob/ob) ou no seu receptor (db/db) tem maior
susceptibilidade a infecgbes bacterianas e a pneumonia (MANCUSO, 2010).

Outros estudos relataram que camundongos ob/ob apresentaram maior carga
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pulmonar de Mycobacterium tuberculosis (WIELAND et al., 2005) e na
depuragéo retardada dos abscessos de Mycobacterium (ORDWAY et al., 2008).

Além disso, evidéncias sugerem que individuos obesos ndo respondem a
vacinagao da mesma forma que individuos nado obesos; por exemplo, a
obesidade foi associada com a fraca resposta de anticorpos frente a vacinagao
para hepatite B, tétano e raiva (FRASCA; BLOMBERG, 2020).

Existem diferente modelos para estudo da obesidade, utilizando
alteragdes geneéticas ou dieta. Entre os modelos transgénicos, os mais usados
atualmente sdo os camundongos deficientes de leptina (ob/ob) e os deficientes
do receptor da leptina (db/db). Estes modelos sdo muito uteis para o estudo de
doengas relacionadas com a obesidade, ja que mostram anormalidades
metabdlicas caracteristicas da obesidade, como hiperglicemia, dislipidemia,
excesso de glicocorticoides e hiperinsulinemia (KENNEDY et al., 2010).

Apesar desses animais modificados geneticamente apresentarem perfil
obeso e semelhangas com as doengas metabdlicas causadas pela obesidade,
eles ainda n&o sdo capazes de mimetizar o complexo ambiente obesogénico, e
o contexto sistémico da obesidade, além de apresentarem outras manifestagdes
caracteristicas da sua modificacdo e ndo da obesidade (GUIMARAES et al.,
2020).

Estudos demonstram que a linhagem murina C57BL/6 produz um fenaétipo
obeso quando ofertadas dietas hiperlipidica e hipercaléricas e quando
submetidos a uma dieta pobre em lipideos e calorias permanecem com o peso
normal. Além disso, BUETNER et al. (2007) demonstraram em um estudo de
metanalise que a linhagem C57BL/6 é também o modelo ideal para estudos das
desordens metabdlicas relativas a obesidade, inclusive estudo do perfil de
adipocinas (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; REUTER,
2007). Outro modelo transgénico utilizado no estudo da obesidade s&o os
animais deficientes para apoE (ApoE-/-) que apresentam hiperlipidemia e podem
ser um modelo de obesidade induzida por dieta (KENNEDY et al., 2010).

Dentre os modelos de dieta, existem as chamadas dietas de cafeteria,
com ingredientes comumente consumidos por seres humanos, ricos em sal e
agucar, como amendoim, misturas com leite condensado, entre outros.

Entretanto, esse modelo também afeta o comportamento alimentar dos
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camundongos, que podem se tornar obesos por excesso da ingestdo alimentar
(LALANZA; SNOEREN, 2021).

Um estudo recente comparando diferentes tipos de dietas hiperlipidicas,
constatou que uma dieta rica em gordura proveniente de banha de porco
enriquecida com acucar para melhorar o sabor, teve sucesso em modificagdes
do perfil lipidico, aumento de peso e caracteristica da sindrome metabdlica
causada pela obesidade em humanos (GUIMARAES et al., 2020).

Os camundongos C57BL/6 se tornam obesos através do consumo de
dieta hiperlipidica e desenvolvem as tipicas alteragdes associadas com a
obesidade, como elevados niveis de leptina, resisténcia a insulina e aumento de
triglicérides no figado (MILNER; BECK, 2012). Portanto essa linhagem é
considerada susceptivel ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta, e
tem sido considerado padrdo como modelo de estudo por conseguir se

aproximar das formas mais comuns da obesidade humana.

2.1.2 Malaria

A malaria é uma das doencgas parasitarias de maior importancia para a
saude global sendo responsavel por mais de 627 mil mortes no mundo em 2020,
no mesmo ano aproximadamente 241 milhdes de casos foram registrados.
Estima-se que aproximadamente 40% da populagdo mundial esta sob risco de
transmissao da doencga, e embora a incidéncia de casos de malaria tenha caido
globalmente desde 2010, a taxa de declinio estagnou e até mesmo inverteu em
algumas regides desde. (OMS., 2021).

No Brasil, a malaria € uma doenga endémica na regido amazodnica, foi
registrado no ano de 2020 um total de 145.188 casos de malaria, apresentando
uma reducao de 7,8% em relagao ao ano de 2019, porém o numero de casos de
malaria causada por Plasmodium falciparum ou malaria mista aumentou 38,6
nesse mesmo periodo. Portanto, é importante observar, que apesar da redugcao
de casos registrados em 2020 a mortalidade aumentou 18,9%, contabilizando 44
obitos. A razdo disso pode ser o aumento de casos de malaria por Plasmodium
falciparum e malaria mista, que estdo comumente associados aos quadros mais

graves da doencga (Ministério da Saude. 2021). Além disso, desde 1992 ja s&o
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relatados casos de Plasmodium vivax resistentes a cloroquina no Brasil, o
principal medicamento para o tratamento da malaria usado no pais
(GARAVELLI; CORTI, 1992).

A malaria € causada pelo parasito protozoario unicelular do género
Plasmodium. A transmissao ocorre através da picada do seu vetor, 0 mosquito
Anopheles. Cinco espécies causam a doenga em humanos, os mais conhecidos
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, as espécies menos prevalentes
Plasmodium ovale e Plasmodium malariae e o mais recente descoberto a
parasitar o homem, Plasmodium knowlesi (J. CRAWLEY, C. CHU, G. MTOVE,
2010).

O ciclo de vida é similar entre as espécies, existindo uma fase hepatica,
uma eritrocitica no hospedeiro vertebrado e uma no interior do vetor. A
transmissao natural da malaria humana inicia quando uma fémea do género
Anopheles infectada faz o repasto sanguineo em um humano e os esporozoitos
sdo injetados junto com a saliva e entram em contato com a derme do hospedeiro
vertebrado e conseguem atingir sua corrente sanguinea. Logo eles sao levados
para o figado, onde sdo capazes de invadir e se replicar em células hepaticas,
formando esquizontes. Em seguida milhares de merozoitos sao liberados na
corrente sanguinea onde infectam as hemacias. Nesse momento os parasitas
da espécie Plasmodium falciparum podem migrar para locais como o cérebro,
pulmdes e placenta. Para perpetuar o ciclo, alguns merozoitos se diferenciam
em gametdécitos, que podem ser ingeridos por um outro mosquito onde eles véao
conseguir se reproduzir de forma sexuada. (Figura 2). (ANTINORI et al., 2012;
SCHOFIELD; GRAU, 2005).
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Figura 2. Desenho esquematico demonstrando o ciclo de vida dos parasitas do
género Plasmodium. Adaptado de SU; HAYTON; WELLEMS, 2007.

A enfermidade causada por Plasmodium ovale e Plasmodium malariae
raramente € motivo de oObito, Plasmodium vivax frequentemente é responsavel
por uma doenga com febre aguda, especialmente na Asia e na América do Sul.
O maior numero de mortes é associado a infeccdes por Plasmodium falciparum,
endémico na regidao subsaariana e em muitas outras regides tropicais (WHO,
2022).

A infeccdo por esses parasitos pode levar a acessos malaricos,
caracterizados por sintomas como: episédios febris, cefaléia, fadiga, mal-estar,
dores abdominais, nauseas e vOmitos. Os sintomas clinicos da malaria sao
desencadeados a partir da ruptura dos eritrocitos parasitados, que liberam
antigenos na corrente sanguinea, ativando a resposta imunologica do
hospedeiro (MILNER, 2018).

De acordo com caracteristicas individuais do hospedeiro como: idade,
estado imunoldgico e fatores genéticos, a infecgado por Plasmodium falciparum
pode evoluir para malaria grave, caracterizada pelo sequestro e adesao de
eritrocitos infectados em o6rgéos vitais como pulmdes e cérebro, levando a
respostas inflamatdérias nesses locais que podem ser fatais (FRANKE-FAYARD
et al., 2010).
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A patogénese da malaria cerebral ainda ndao é completamente
compreendida, porém altos niveis de citocinas pro-inflamatorias circulantes séo
associadas a patogénese da malaria cerebral em modelos murinos e estudos em
humanos, e a maior mortalidade (CLARK et al., 2006; DUNST; KAMENA;
MATUSCHEWSKI, 2017) . Ao mesmo tempo muitos estudos mostram o papel
das citocinas proé-inflamatoérias na resolugdo da infecgdo nos dois tipos de
hospedeiros (RILEY et al., 2006). Uma resposta pré-inflamatéria deficiente pode
levar a persisténcia e a replicagcédo dos parasitos, enquanto a exacerbacao dessa
resposta pode levar a respostas imunopatoldgicas como a malaria cerebral.

Os mediadores inflamatérios sao repetidamente implicados na gravidade
da doenga, levando a crer que a malaria grave €, pelo menos em parte, uma
doenca imunomediada, se tornando um alvo interessante de estudos
imunoldgicos (GAZZINELLI et al., 2014; STEVENSON; RILEY, 2004).

Em camundongos a malaria cerebral é caracterizada por uma complexa
cascata de eventos, incluindo a quebra da barreira hematoencefalica, o
sequestro de hemacias parasitadas, o acumulo de leucécitos no cérebro, e a
producgéo de citocinas pro-inflamatérias (COMBES et al., 2006; NACER et al.,
2014).

Uma das etapas mais marcantes para o desenvolvimento da malaria
cerebral, € o sequestro dos eritrocitos parasitados. Ja foi demonstrado o papel
fundamental do receptor CD36 na interagdo com proteinas do P.berghei ANKA
e seu envolvimento nesse sequestro (CABRERA; NECULAI; KAIN, 2014), além
disso, esse receptor também esta envolvido na resisténcia a mortalidade durante
a malaria ndo complicada como exemplificado na figura X. Principalmente nos
primeiros estagios das fases eritrociticas, promovendo a fagocitose e a liberagéo
de citocinas pro-inflamatorias. Camundongos infectados por P. berghei ANKA
expressam maiores niveis de receptores fagociticos e aumentam seu potencial
fagocitario, além de ter maior secrecgéo de citocinas pré-inflamatérias como TNF
e IFN do que animais knockout para CD36 também infectados. (THYLUR et al.,
2017)
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Figura 3. A adesao de eritrocitos infectados ao CD36 tem efeitos opostos na
sobrevida do parasita da malaria e na patologia do hospedeiro. O CD36 pode ser
expresso na superficie de macréfagos (Mf)e células endoteliais vasculares (EC). Por um
lado, a ligagédo de hemacias infectadas com Plasmodium ao CD36 na superficie dos
macrofagos leva a sua ativagédo, liberagcdo de citocinas pro-inflamatorias e
consequentemente a fagocitose e eliminagédo do parasita. Por outro lado, a ligagao de
eritrocitos infectados ao CD36 na superficie das células endoteliais é responsavel pelo
acumulo de parasitas na microcirculagdo de 6rgaos como o tecido adiposo, pulméo e
cérebro. Este processo, chamado sequestro, promove a sobrevivéncia do parasita, mas
também leva a danos no tecido via obstrucao vascular, ativagao e disfuncao das células

endoteliais, e resposta inflamatoria local. Adaptado de (BRUGAT, 2015).

Outro estudo mostra que camundongos CD367 tiveram maior mortalidade
quando infectados por Plasmodium chabaudi chabaudi, devido a secregcao de
citocinas prejudicadas e menor eliminagdo do parasita nos primeiros momentos
da infeccdo, levando a picos de parasitemias mais cedo e maior densidade de

parasitas. Evidenciando o papel do CD36 em modular a secreg¢ao de citocinas
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pelo hospedeiro e o controle parasitario pela resposta imune inata na fase
eritrocitica da infeccdo por malaria.(PATEL et al., 2007)

Enquanto no P. falciparum, onde a proteina PfEMP1 (P. falciparum-
encoded erythrocyte membrane protein 1) foi identificada como o principal ligante
parasita que se liga ao CD36, na infeccdo por P. berghei ANKA a proteina
responsavel pela aderéncia mediada pelo CD36 ainda € desconhecida
(FONAGER et al., 2012).

A resposta imune inata tem um papel fundamental no desenvolvimento da
malaria, funcionando como primeira linha de defesa para controle da infegcao
através da eliminagcdo dos parasitas por fagocitose e regulacdo da resposta
imune adaptativa (GAZZINELLI et al., 2014; POHL; COCKBURN, 2022).

Muitos estudos mostram que citocinas pré-inflamatérias Th1 séao
determinantes cruciais no desenvolvimento da doencga. O fator de necrose
tumoral (TNF-a) e a interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6) estdo relacionados com os
picos febris caracteristicos da patogénese da malaria, e estdo elevadas em
individuos infectados (AMANI et al., 2000; ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY,
2002; CLARK et al., 2008). Além disso, o TNF-a parece estar envolvido com o
sequestro dos eritrocitos infectados por estimular a expressdo de moléculas de
adesdo como VCAM-1, ICAM-1 e CD36 (YIPP et al., 2007).

O IFN-y é essencial para o desenvolvimento da malaria cerebral, sua
neutralizagcdo previne essa patologia e a produgdo excessiva de TNF-a.
Camundongos deficientes para o gene do IFN-y ou do seu receptor também
foram protegidos da malaria cerebral (AMANI et al., 2000; GRAU et al., 1989).
Além disso, essa citocina esta envolvida na apresentacéo cruzada de antigenos
do no cérebro e na ativagdo do endotélio cerebral durante a infecgéo por P.
berghei ANKA(HOWLAND; POH; RENIA, 2015).

As células T CD8+ também sdo fundamentais na patogénese da malaria
cerebral. Em camundongos, o numero dessas células citotoxicas que se infiltram
no cérebro durante a infecgao é elevado, e estas contribuem para alteracdes da
permeabilidade da barreira hematoencefalica através de mecanismos
dependentes de perforina (NITCHEU et al., 2003; RENIA; GRAU; WASSMER,
2020).
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A malaria cerebral causada por P. falciparum em humanos compartilha
muitas caracteristicas com a causada por P. berghei ANKA em camundongos e
€ utilizada como comparacéao pela sua capacidade de sequestrar hemacias na
microcirculagéo, e quando infectando camundongos susceptiveis provocam os

sintomas e sinais tipicos da doengca em humanos. (SOUZA; RILEY, 2002).

2.1.3 Malaria, obesidade e dieta hiperlipidica

A relacdo entre a obesidade e doengas caracteristicas de paises de
primeiro mundo, como doencas cardiacas, cancer, diabetes tipo 2, asma e
hipertensdo ja esta bem descrita (BLUHER, 2019). Porém, a relagdo da
obesidade com importantes patdégenos que acometem paises em
desenvolvimento ainda € pouco estudada. A malaria € uma doenga que atinge
paises com baixo indice de desenvolvimento humano (IDH) e tem sobre eles um
impacto negativo sobre a estabilidade social e econémica. (GAZZINELLI et al.,
2014). Assim, considerando-se o progressivo crescimento de quadros de
obesidade em todo o mundo, as elevadas taxas de mortalidade e morbidade
associadas a esta doenga e os impactos que causa no sistema imunoldgico,
estudos que avaliem a relagcdo dessa condicdo metabdlica na resposta imune
em doencgas infecciosas sao extremamente necessarios.

Ainda sao escassos os estudos relacionando a obesidade e infec¢bes
parasitarias, que acometem milhares de pessoas em paises em
desenvolvimento. Com a globalizag&do, a mudanga dos habitos e ao facil acesso
a alimentos gordurosos, paises de baixa renda agora se preocupam nao apenas
com a subnutricdo, mas também com a obesidade e enfrentam infecgdes nesse
contexto. (GORYAKIN et al., 2015; MOKHTAR et al., 2001; PRENTICE, 2006).

Os estudos existentes demonstram que cada infecgdo, com suas
particularidades, pode ser afetada de formas diferentes pela obesidade, ou pela
dieta hiperlipidica. No caso do consumo da dieta a curto prazo, os estudos s&o
ainda mais escassos, mas ja foi demonstrado que a dieta hiperlipidica aumentou
a susceptibilidade de camundongos a Giardia duodenalis e a Listeria
monocytogenes, ressaltou o desequilibrio da microbiota durante a giardiase e
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aumentou a expresséo de citocinas pro inflamatérias como TNF-a e IL-6 (ALLAIN
et al., 2021; HERAS et al., 2019).

A obesidade tem como caracteristica uma inflamagao sistémica de baixo
grau crénica, com alteragdes imunolégicas (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011),
recentemente tem-se demonstrado que o consumo da dieta hiperlipidica inicia
essas alteragdes no sistema imune rapidamente, (SCHANUEL, 2020). Sendo
considerada uma doenga imunomediada, as manifesta¢cdes mais graves da
malaria, como a malaria cerebral, podem ser resultado de resposta inflamatoria
exagerada causados pelo sequestro de hemacias infectadas (DOOLAN;
DOBANO; BAIRD, 2009) e, portanto, alteragdes no sistema imunoldgico afetam
de maneira expressiva o desenvolvimento da malaria.

Em um estudo utilizando um modelo genético de obesidade, foi
demonstrado que camundongos deficientes para leptina (ob/ob) néo
desenvolveram malaria cerebral quando infectados por P. berghei ANKA e
apresentaram um crescente aumento da parasitemia levando a anemia grave,
diferente dos animais selvagens (ROBERT et al.,, 2008). Indicando que a
obesidade e suas alteragdes podem desempenhar um papel protetor na malaria
e suas manifestagdes fisiopatologicas e que diferentes fatores podem interferir
no desenvolvimento na doenga, em especial a leptina, que influi de maneira
decisiva no sistema imunologico.

Ja foi demonstrado que o desbalanco do estado nutricional do hospedeiro
pode afetar a infeccao por Plasmodium berghei ANKA. A restricdo alimentar
levou ao menor acumulo de parasitas e leucécitos no cérebro, protegendo o
animal do desenvolvimento da malaria cerebral experimental (MEJIA et al., 2015)
e por outro lado a obesidade também é capaz de fornecer protecédo contra a

Além disso, animais alimentados por dieta hiperlipidica poucos dias antes
da infec¢do por Plasmodium berghei ANKA tiveram menor carga parasitaria no
figado a partir de 48 horas, e muitos animais ndo desenvolvem sintomas de
malaria cerebral, nesse estudo a administracdo de um antioxidante, NAC (N-
Acetil-Cisteina), foi capaz de restaurar a infecgao e a expressao de marcadores
de stress oxidativo. Para saber se a fonte de ROS seria a oxidagao de acidos

graxos na mitocéndria eles usaram um inibidor (etomoxir), conseguindo restaurar
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a infecgdo no figado e prevenindo a producdo de ROS induzida pela dieta,
sugerindo que os acidos graxos advindos das gotas lipidicas acumuladas nos
hepatdcitos dos animais alimentados por HFD sao oxidados na mitocondria, para
servir como fonte de energia, resultando na produgédo de ROS e eliminagédo do
parasita (ZUZARTE-LUIS et al., 2017).

Em humanos uma unica refei¢ado hiperlipidica € capaz de induzir lipemia,
promover remodelagao das hemacias, induzir a producédo de ROS intracelular e
danos oxidativos as membranas das hemacias, aumentou a mieloperoxidase
circulante e ligada as hemacias que € suficiente para promover a modificagéo
oxidativa do HDL (BONEN et al., 2006).

Além disso, considerando a composi¢ao das dietas hiperlipidica que
podem apresentar diferentes equilibrios entre os acidos graxos na composi¢céo
(DOS SANTOS et al., 2013), estudos mostram a agdo de acidos graxos em
parasitas causadores da malaria. Moumaris e colaboradores mostraram que a
inoculagao de acidos graxos durante os primeiros trés dias apos a infec¢ao por
P. berghei ANKA foi capaz de proteger camundongos C57BL/6 dos sintomas da
malaria cerebral, mas o0s animais desenvolveram hiperparasitemia nao
sobreviveram apos 25 dias de infecgcdo (MOUMARIS et al., 1995). In vitro, acidos
graxos exogenos insaturados e nao esterificados s&o toxicos para os parasitas
da malaria (FITCH; CAl; SHOEMAKER, 2000) e a oxidagao de acidos graxos ja
foi apontada como a maior fonte de ROS em modelos com dieta hiperlipidica
prolongada (CARDOSO; KAKIMOTO; KOWALTOWSKI, 2013). Utilizando
modelo in vitro e in vivo, o tratamento com acido linolénico (6mega 3) e acido
linoleico (6mega 6) tiveram uma potente ag&o inibidora da parasitemia de
Plasmodium berghei (MELARIRI et al., 2012).

Em resultados anteriores no nosso grupo, ainda n&o publicados, animais
alimentados por dieta hiperlipidica foram capazes de controlar a parasitemia
desde o inicio da infeccdo por Plasmodium berghei ANKA e impedir o
desenvolvimento da malaria, garantindo assim a sobrevivéncia de 100% dos
individuos obesos por dieta infectados. Além disso, diferentes vias de infecgéo
foram testadas para observar se a parasitemia estava sendo controlada por uma

barreira fisica do tecido adiposo dos animais obesos, e mesmo através da
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infecgao via retro orbital foi demonstrada a protecdo dos animais obesos frente

a infecgao por Plasmodium berghei ANKA. Figura com resultados
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Figura 4. Protecdo contra o desenvolvimento da malaria em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. Curva de sobrevivéncia dos camundongos
C57BI/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA. Os animais foram inoculados com
=~10° de eritrdcitos parasitados. (n = 7 controles e 20 obesos).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica no curso da infecgdo malarica
experimental induzida por Plasmodium berguei ANKA.
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3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o desenvolvimento da malaria induzida por Plasmodium
berghei NK65 em animais obesos.

e Avaliar o desenvolvimento da malaria induzida por Plasmodium
berghei ANKA em animais apoE .

e Avaliar a permeabilidade vascular do cérebro de camundongos
controles, obesos e ApoE” infectados por Plasmodium berguei
ANKA

e Comparar a parasitemia e o desenvolvimento da infecgdo por
Plasmodium berguei ANKA de camundongos alimentados por dieta
padrao ou hiperlipidica a curto prazo.

e Avaliar a secrecao de citocinas no tecido adiposo e no baco de
animais alimentados por dieta hiperlipidica apds infeccdo por
Plasmodium berguei ANKA.

e Avaliar se o consumo de 6mega 3 altera o desenvolvimento da
malaria induzida por Plasmodium berghei ANKA.

e Avaliar se a administracdo de um antioxidante reverte o efeito da
dieta hiperlipidica em animais infectados por Plasmodium berguei
ANKA.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BI/6, de 6 a 8
semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da
Reproducgao (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram
mantidos durante todo o periodo experimental em ambiente climatizado, em
gaiolas coletivas, luminosidade controlada para um fotoperiodo de 12h/12h, livre
acesso a agua filtrada e rag&o controlada para controles e obesos. Os
procedimentos experimentais foram feitos de acordo com as normas propostas
pelo Conselho Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Animais da UFJF (Protocolo numero
019/2018).

4.2 Delineamento Experimental

Para avaliar os efeitos da obesidade na resposta imunoldgica durante a
malaria grave, foi utilizado o modelo de camundongos obesos obtidos através de
dieta rica em gordura.

O primeiro experimento foi realizado apdés 12 semanas de dieta, e o
objetivo foi a avaliagdo da parasitemia e mortalidade dos camundongos controles
e obesos infectados por Plasmodium berghei ANKA.

Com o intuito de avaliar a influéncia da ingestdo de dieta hiperlipidica a
curto prazo em resposta infeccdo por Plasmodium berghei ANKA, os animais
foram divididos em dois grupos e um deles foi alimentado por dieta hiperlipidica
por 5 dias e o outro com a dieta padrdo, ambos os grupos foram infectado apos
esse periodo e a parasitemia foi acompanhada.

4.3 Inducao da obesidade

A obesidade foi induzida por dieta hiperlipidica produzida no laboratério
de Imunologia da UFJF, com a pesagem e mistura de cada um dos componentes
(Tabela 1), a fim de obter uma porcentagem de 60% de gordura mantendo a
equival de proteinas, vitaminas, minerais e fibras da racdo padrao dos controles.
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A quantificagdo da ingestdo alimentar foi obtida pesando-se a dieta
ofertada no inicio e no final de cada semana. A diferenca entre a dieta ofertada
e o restante ndo consumido foi considerada o consumo semanal. Os animais
foram pesados semanalmente em balanca semi-analitica para avaliar a evolugao
ponderal. No dia que antecedeu ao sacrificio os animais foram pesados em
balanca de precisao para a aquisicdo do peso corporal final.

Tabela 2: Componentes para 1Kg da racgao hiperlipidica (HFD)

Ingrediente Peso (g)
Caseina 200,0
Sacarose 100,0
Amido de milho 115,5
Amido Dextrinizado 132,0
Banha 312,0
Oleo de soja 40,0
Celulose 50,0
Mistura de minerais AIN-93 35,0
Mistura de vitaminas AIN-93 10,0
L- Cistina 3,0
Bitartarato de Colina 25

4.4 Infecao por P. berghei ANKA e eutanasia dos animais

A linhagem de Plasmodium berguei da cepa ANKA foi gentilmente cedido
pela Prof. Dra. Kézia K. G. Scopel do Laboratério de Parasitologia da UFJF. Dois
camundongos foram previamente infectados por uma amostra da cepa
congelada para serem utilizados como repique e quando a parasitemia alcangou
7% esses animais foram sacrificados por anestesia e seu sangue utilizado para
infectar os grupos experimentais. Os animais foram infectados por injec&o
intraperitonial com 10° hemacias parasitadas e os controles receberam uma

injecdo pelas mesmas vias de solugao salina.
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4.5 Avaliacao da progressao da doenca

O acompanhamento do estado do animal durante a progressédo da malaria
cerebral foi feito utilizando a escala rapida de comportamento e coma murino
(Rapid murine coma and behavior scale - RMCBS), que permite e avaliagéo
objetiva e quantitativa do curso natural da malaria cerebral.

O protocolo RMCBS foi feito como descrito por Carroll et al., (Carroll et al.,
2010) é composto por 10 parametros (marcha, equilibrio, capacidade motora,
posigcao corporal, forga, escape ao toque, reflexo pineal, beliscada das patas,
agressao e grooming). A pontuagao de cada habilidade varia de 0 a 2, sendo 20
a pontuagdo maxima e que indica a auséncia de dano neurologico e sintomas
caracteristicos da malaria cerebral (Carroll et al., 2010). No presente estudo o
protocolo foi utilizado para comparagdo da progressdo da doengca em
camundongos obesos e controles, além de indicar o momento apropriado para

eutanasia.
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Tabela 3: Escala rapida de comportamento e coma murino

Parametro Pontuacao Descricéo
Coordenacao
Marcha (0-2) Nenhum - ataxico- normal

Sem alongamento do corpo -
Balango/Equilibrio (0-2) alongamento patas dianteiras

- alongamento o corpo inteiro

Comp. Exploratério

Nenhum- 2 a 3 cantos

explorados em 90 seg.- 4
Desempenho Motor (0-2)
cantos explorados em 20

seg.
Forca e Ténus
Posigéo do corpo (0-2) De lado- curvado- normal
Sem forga- forga so patas
Forga dos membros (0-2) . .
dianteiras- normal
Ref. Autopreservacao Nenhum
Nenhum — unilateral-
Fuga ao toque (0-2)

instantaneo e bilateral

Nenhum — unilateral-
Ref. Pavilhdo auricular (0-2) _ )
instantaneo e bilateral

_ Nenhum — unilateral-
Beliscdo dedo do pé (0-2) . ]
instantaneo e bilateral

Nenhum — tentativa de

Agressao (0-2)
mordida e normal
Higiene
Com faixas de pelo fora do
Grooming (0-2) lugar - piloeregao - Normal /

com brilho

Adaptado de Carroll RW et al.

4.6 Eutanasia



Os animais foram eutanasiados por Quetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10
mg/kg), por via intraperitoneal em aproximadamente 300ul por animal, seguidas

de exsanguinagéao pelo plexo axilar.

4.7 Avaliacao da permeabilidade vascular cerebral

Para comparar a permeabilidade vascular cerebral entre os animais do
grupo controle e do grupo obeso foi realizado a avaliagdo da integridade do
endotélio vascular do cérebro dos animais infectados pelo método de coloragao
de azul de Evans quando os animais do grupo controle apresentaram score da
escala rapida de comportamento e coma murino menor que 5.

Para esse fim os camundongos foram anestesiados com 150uL de
solugédo de 60 mg/kg de cetamina, 8mg/kg de xilazina em solug¢ao salina a 0,9%
por via intraperitoneal. O corante azul de Evans a 2% foi diluido em solugéo
salina a 0,9% e injetado pela via retro orbital. Ap6s 50 minutos os camundongos
foram eutanasiados por excesso de anestésico, perfundidos e os cérebros
coletados e fotografados. O corante quando injetado na corrente sanguinea se
liga a proteinas plasmaticas, principalmente a albumina. Se ocorre uma
alteracdo na integridade da parede endotelial vascular o corante extravasa do

I[imen vascular e se fixa no tecido intersticial.

4.8 Imunofluorescéncia

Para a analise dos adipécitos por imunofluorescéncia, o tecido adiposo
perigonadal coletado foi emblocado em blister contendo Tissue-Tek OCT
(Sakura) e posteriormente levados ao criostato (Leica CM 1850) para o preparo
das laminas. Para a visualizagdo dos nucleos foi feita marcagdo com DAPI
(Invitrogen) na concentragdo de 1ng/mL por 40 minutos. As laminas foram
encaminhadas ao Microscopio Olympus BX41 para analise da imunomarcagéo.

4.9 Niveis de citocinas

As dosagens dos niveis séricos de citocinas foram realizadas por

citometria de fluxo utilizando aliquotas de cérebro e baco murinos macerados
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com solugao de extragao de citocinas apds o periodo experimental. O Kit CBA
(Cytometric Bead Array Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit - BD®) foi usado
nesse estudo para a quantificacdo das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-qa, IL-2, |L-4,
IL-10, IL-17% em uma mesma amostra segundo as instrugdes do fabricante. Sete
populagdes de beads cm distintas intensidades de fluorescéncia sao conjugadas
com um anticorpo de captura especifico para cada citocina, misturadas para
formar o CBA e lidas no citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD). As populagdes
de beads foram visualizadas de acordo com as suas respectivas intensidades de
fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA, as beads de
captura das citocinas sdo misturadas com o anticorpo de detecg¢ao conjugado
com o fluorocromo PE, e depois, incubadas com as amostras para formar o
‘ensaio sanduiche”. Os tubos para aquisicdo foram preparados com 25ul de
amostra, 25yl da mistura de beads e 25yl do reagente de deteccéo
Th1/Th2/Th17 PE (Mouse Th1/Th2/Th17 PE Detection Reagent). O mesmo
procedimento foi realizado para a obten¢do da curva-padrdo. Os tubos foram
homogeneizados e incubados por duas horas, em temperatura ambiente, no
escuro. Os resultados foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se o
software FlowJo.

4.10 Extracao de RNA

A extragdo de RNA total do tecido adiposo foi realizada de acordo com o
seguinte protocolo: 1mL do reagente TRIzol® foi colocado com 100mg de tecido
adiposo em microtubo RNase free. Um homogenizador foi utilizado para a
maceragao dos tecidos. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 12000 rpm
por 10 minutos a 4°C. A camada de gordura sobrenadante foi descartada. Em
seguida, foram adicionados 0,2 mL de cloroformio e os microtubos foram
agitados vigorosamente por 30 segundos e deixados em repouso por cinco
minutos em temperatura ambiente. Apds nova centrifugagado a 12000 rpm, por
15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi transferido para novo microtubo que ja
continha 0,5mL de isopropanol. Os microtubos foram agitados manualmente por
inversao por 1 minuto. A pos esse tempo, os microtubos foram centrifugados

novamente a 12000 rpm, por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi descartado.
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Foi adicionado a amostra 1 mL de alcool 75% seguida de mais uma
centrifugacéo a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o microtubo foi emborcado em papel filtro e cerca de 5 a 10 minutos apds,
foram adicionados 30uL de agua milli Q. As amostras foram mantidas a -80°C
até posterior utilizagao.

4.11 Sintese de cDNA por Transcriptase Reversa

A sintese de cDNA foi realizada pela técnica de transcrigéo reversa (RT),
a partir das fitas de mMRNA. A enzima usada para essa reacao foi a Transcriptase
Reversa (Applied Biosystems) e, além disso, foram adicionados os seguintes
reagentes ao microtubo: dNTP, random primers, RT buffer e H2O RNase free.
Os tubos foram incubados a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C
por 5 minutos seguindo as orientagdes do fabricante. Os microtubos contendo
cDNA foram armazenados a -20°C para posterior utilizagcao.

4.12 Real time PCR

O cDNA foi amplificado pela técnica de Real Time PCR. Para tal, foi
utilizada microplaca de 96 pocos especifica para RT-PCR. Um mix contendo 10
uL Sybr Green; 0,4 yL de cada iniciador (concentragdo de 10 uM) e 4,2 yL de
agua para PCR foram misturados para cada amostra adicionados a 5uL de cDNA
puro. Apos a pipetagem, a microplaca foi selada com filme plastico préprio. A
placa foi entdo colocada na maquina de RT-PCR (StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystem, Foster City, CA) e programada da seguinte maneira:
um passo inicial de 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Por fim, na curva de dissociagao, usou-se 95°C
por 15 segundos, seguidos de 60°C por 1 minutos e 95°C por 15 segundos.

O nivel relativo de expresséo génica foi determinado pelo método 2-24Cte
foi normalizado pela expressao de B-actina.

As seguintes sequéncias de primers foram utilizadas:
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Forward Reverse

5-3

CCACCATGTACCCAGGCATT ACGCAGCTCTCAGTAA
B-actina CAGTCC

AAGCATTAAATAAAGCGAATACA GGAGATTGGTTTTGAC
18s TCCTTAC GTTTATGTG

ATTCCCTTGGCAACCAACCA CGTGGCCCGGTTCTAA
CD36 TTCA

4.13 Estatistica

Para analise estatistica dos resultados e comparagdo dos grupos
infectados, os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo pos-teste Bonferroni. Todas as analises foram realizadas com
o auxilio do programa SPSS, considerando como significativo p<0.05. Os dados

foram apresentados como média + desvio padréo.

5 RESULTADOS

5.1 Animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica por 12
semanas apresentam protecao contra Plasmodium berghei ANKA.

Com o objetivo de avaliar a progressado da malaria cerebral experimental
em camundongos obesos, camundongos da linhagem C57BL/6 foram divididos
em dois grupos, um deles foi submetido a dieta hiperlipidica (HFD) por 12
semanas enquanto o segundo grupo consumiu a dieta comercial padrdo. A
evolugdo ponderal dos grupos foi acompanhada semanalmente a partir do
primeiro dia de oferta da dieta hiperlipidica. Foi possivel observar uma
significativa diferenca no ganho de peso dos animais do grupo de indugao de
obesidade a partir da 5-semana, levando a um distanciamento de valores cada
vez maior entre os dois grupos. Portanto, partindo de um peso inicial similar,
podemos verificar que os animais alimentados por dieta hiperlipidica tiveram

maior aumento de peso ao serem comparados aos animais alimentados com a

44



dieta padrao, e que entre a 9- e a 12- semana a diferenga estatistica entre os dois
grupos se estabeleceu (Figura 1a).

Ao avaliar o consumo alimentar ao longo de 12 semanas, podemos
observar que os animais do grupo obeso, consumiram uma quantidade menor
de racdo em comparagdo com 0s animais do grupo controle, revelando que o
aumento de peso se deve a composi¢céo da dieta e ndo a sua quantidade (Figura
1b).

Além do aumento da massa corporal dos animais, o aumento do peso do
tecido adiposo perigonadal também pode ser utilizado como um marcador da
obesidade. Como observado na figura 1c, ao final de doze semanas com a
alimentagao hiperlipidica, podemos observar um aumento significativo no peso
do tecido adiposo perigonadal desses animais em relagdo aos camundongos do

grupo controle.

a) b)

50 8-
S 404 - -8 Obeso )
= by -o- Controle 5 6+
o Rl -_—
S 30+ ©
-3 ©
© ° 44
© 204 £
4 =]
2 2 w
a 104 g 24

o
012 3 456 7 8 910112 0 1 1

S de diet
emanas de diefa Semanas de dieta

2.5+

*xK

2.0 1T

1.54

1.0

0.54

Con;role Obéso

Peso da gordura (g)

Figura 5. Indugao da obesidade por dieta hiperlipidica ao longo de 12 semanas. a)
Evolugao do peso corporal. Os animais foram pesados uma vez por semana, durante
as doze semanas. b) Evolugéo do consumo de ragédo. O consumo de ragéo foi registrado
semanalmente através do peso de ragdo encontrado na gaiola no periodo de 48h. c)
Peso do tecido adiposo perigonadal. Ao final das 12 semanas, os animais foram
eutanasiados e seus 6rgaos coletados para analise e peso. d) imagens ilustrativas para
comparagao entre camundongos alimentados por dieta HFD ou dieta padrdo apos 12
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semanas. Os resultados estdo apresentados como média = erro padrdo da média
(EPM), e foram analisados por ANOVA de duas vias para medidas repetidas, adotando-
se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). N=10

Como ja observado em experimentos anteriores em nosso laboratorio, os
animais do grupo obeso também tiveram a parasitemia controlada e proxima de
zero (Figura 2a), Para avaliar o comprometimento neurolégico dos animais
infectados, foi utilizada uma escala quantitativa de comportamento e coma
murino (RMCBS - Rapid murine coma and behaviour scale), desenvolvida por
Carroll e colaboradores em 2010 (CARROLL et al., 2010), na qual dez
parametros sdo analisados para acessar as manifestagdes neuronais da malaria

cerebral experimental murina em camundongos C57BL/6 (Figura 6)
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Figura 6. Desenvolvimento da malaria cerebral em camundongos alimentados por
dieta padrdao ou hiperlipidica. Curva de RMCBS dos grupos controle e obesos
infectados por Plasmodium berghei ANKA. Os dados representam os escores dos
sintomas neuroldgicos caracteristicos do modelo murino de maléria cerebral (ECM).
Com o simbolo quadrado em azul representando os animais do grupo obeso, e o circulo
vermelho representando os animais do grupo controle N=5

De acordo com esses resultados, foi possivel reafirmar que o consumo da
dieta hiperlipidica produzida no laboratério induziu a obesidade apds 12
semanas e que a infeccao desses animais por Plasmodium berghei ANKA nao
se desenvolveu como nos animais controle, sem apresentar nenhum sinal clinico

relacionado a malaria.
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5.2 Animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica por 12

semanas nao apresentam protegao contra Plasmodium berghei NK65.

Visando verificar se a protecao da obesidade contra infec¢do se estendia
para outra linhagem de Plasmodium, os animais obesos e controles foram
infectados com Plasmodium berguei NK65, responsavel por uma infecgcdo com
desenvolvimento mais lento, atingindo maior parasitemia, porém, tambeém letal.
O curso temporal da doenca foi obtido a partir do monitoramento diario da taxa
de sobrevivéncia desses animais apds o inicio da infecgdo. Durante este periodo,
foi possivel observar que os animais do grupo controle desenvolveram a doenga
e foram a obito mais rapidamente, porém sem diferenca significativa quando
comparados aos animais do grupo obeso. Portanto, foi demonstrado que a
obesidade n&o foi capaz de proteger o desenvolvimento da malaria em infecgéo
por Plasmodium berghei NK65.

Plasmodium berghei NK65
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Figura 7. Desenvolvimento da malaria por Plasmodium berghei NK65 em
camundongos alimentados por dieta padrao ou hiperlipidica. Porcentagem de
sobrevivéncia dos animais controle (Cl) e obesos (Ol) apds a infecgédo por Plasmodium
berguei NK65(Cl, n = 4; Ol, n = 5). P valor determinado de acordo com o teste log-rank
Mantel-Cox Chi-squared.
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5.3 Modelo animal de camundongo apoE-/- tem desenvolvimento da
infecgao por Plamodium berghei ANKA alterada.

Para avaliar o desenvolvimento da infeccado por Plasmodium berguei
ANKA em animais knockout para a Apolipoproteina apoE, condigdo bem descrita
como protetora da malaria cerebral, a parasitemia desses animais foi
acompanhada diariamente, demonstrando que, de fato, houve protecdo contra
os sinais clinicos da malaria cerebral descritos anteriormente. Entretanto, a

parasitemia continuou crescente em animais apoE-/- até o 14° dia apds infecgéo.
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Figura 8. Desenvolvimento da malaria cerebral em camundongos apoE-/-. Média
das parasitemias diarias dos animais selvagens e apoE™, a partir do terceiro dia de
infecgado por Plasmodium berghei ANKA.

O aumento da permeabilidade vascular cerebral € uma das principais
caracteristicas na patogénese da malaria cerebral, comumente explicada pelo
processo inflamatorio agudo causado pelo sequestro de hemacias infectadas na
microvasculatura cerebral e ades&o de linfécitos na regido (VAN DER HEYDE et
al., 2006).

Nesse sentido, o modelo animal apoE” foi usado para avaliar a
integridade da barreira hematoencefalica. Utilizou-se a técnica do Azul de Evans
no sexto dia de infeccdo em que animais do grupo controle apresentaram sinais

clinicos criticos de acordo com o indice RMCBS, descrito anteriormente.
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Seguindo os resultados de parasitemia supracitados, foi demonstrado menor
extravasamento do corante para os capilares do cérebro em animais obesos
infectados e do grupo apoE~- quando comparados aos animais do grupo controle
infectados por Plasmodium berghei ANKA. Portanto, no grupo controle infectado,
houve maior permeabilidade vascular, caracteristica da quebra da barreira
hematoencefalica observada nesse modelo de malaria cerebral experimental
(ECM) (FRANKE-FAYARD et al., 2010).

Figura 9. Avaliagcédo da permeabilidade vascular cerebral por corante Blue Evans.
Imagens ilustrativas do cérebro de animais do grupo controle, obeso e apoE-/- apds
ensaio com coloracdo do corante Blue evans no sexto dia apds infeccdo por
Plasmodium berghei ANKA.
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5.4 Consumo de dieta hiperlipidica por curto prazo protege contra
infecgao por Plasmodium berghei ANKA.

Com o objetivo de avaliar o papel da dieta hiperlipidica padronizada no
nosso laboratorio, na protegao contra malaria encontrada nesse modelo, animais
alimentados por dieta hiperlipidica durante 5 dias (grupo HFD) foram infectados
pelo Plasmodium berghei ANKA e a parasitemia foi acompanhada diariamente.

De forma surpreendente, os animais alimentados por tdo curto prazo por
essa dieta hiperlipidica, com lipideos advindos de banha de porco e 6leo de soja,
nao desenvolveram a malaria cerebral, mantendo a parasitemia controlada de
forma semelhante aos animais obesos, enquanto os animais do grupo controle
tiveram a parasitemia crescente e sinais clinicos da malaria cerebral aparentes

ao longo dos dias ap6s a infecgao.
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Figura 10. Avaliagao da parasitemia de camundongos alimentados por 5 dias de
dieta hiperlipidica. Média das parasitemias diarias dos animais eutroficos e
alimentados por dieta hiperlipidica a curto prazo, a partir do terceiro dia de infecgao.

5.5 Aumento de citocinas no bac¢o independe da parasitemia periférica.

Considerando que a etapa eritrocitica € bastante intensa na infec¢ao por
malaria, o bago, 6rgao do sistema imune responsavel pela remogao de células e

particulas presentes na circulagdo sanguinea, e na ativagdo da resposta imune
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inata e adaptativa, desempenha uma fungdo fundamental durante a resposta
imunologica a esses parasitas (GHOSH; STUMHOFER, 2021).

Um dos sinais clinicos da malaria em humanos € o aumento do bago, a
esplenomegalia, e pacientes diagnosticados com malaria grave apresentam
aumento desse oOrgdao quando comparados aos infectados por sepse
(GUTHMILLER et al., 2017).

Quando comparamos o peso do bago dos grupos de animais infectados,
eutanasiados no sétimo dia apds a infeccdo, foi observado um peso
significativamente maior nos animais do grupo HFD e apoE”. Se tratando do
grupo apoE”, trata-se de um resultado esperado devido a alta parasitemia, e,
portanto, alta filtragem de eritrocitos rompidos com agao do sistema imunolégico
no bago. Porém, considerando a parasitemia dos animais do grupo HFD ficou
aproximadamente zero desde o primeiro dia de infecgao, se torna um resultado

surpreendente.
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Figura 11. Peso do bago de animais infectados por Plasmodium berghei ANKA.
Bacgo dos animais do grupo eutréfico, HFD e apoE-/-. Os resultados estao apresentados
como média * erro padrdo da média (EPM), e foram analisados por ANOVA de duas
vias para medidas repetidas, adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). N=5

Neste trabalho foi possivel verificar que, apesar da auséncia de
progressdo da parasitemia nos animais alimentados por HFD infectados, a

producédo de citocinas entre os grupos infectados foi semelhante. Em particular,
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as principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas na malaria, IFN-y e TNF-q,
se mantiveram altamente expressas em ambos os grupos infectados, quando

analisadas por Cytometric Bead Array (CBA).

Além disso, a presenca da citocina IL-10 permaneceu semelhante nos
dois grupos infectados, diferente do grupo controle ndo infectado. Houve uma
discrepéncia significativa entre a presengca de IL-4 no bagco de animais

alimentados por HFD e animais infectados do grupo controle.
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Figura 12. Efeito da infeccdo por Plasmodium berghei ANKA na producgao de
citocinas no bago. Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta hiperlipidica
(HFD) ou dieta padrao durante cinco dias e infectados por Plasmodium berghei ANKA.
No sexto dia apds a infecgdo os animais foram eutanasiados o baco foi retirado e um
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homogenato do érgao foi preparado para analise por CBA. valores expressos em média
+ EPM (n=5); ??? testee n

5.6 Avaliagcao do tecido adiposo de animais alimentados por dieta
hiperlipidica a curto prazo infectados por Plasmodium berghei ANKA.

O tecido adiposo é um local de especial interesse devido ao fato de ser
rapidamente afetado por uma dieta hiperlipidica, além de ser um local de
resposta inflamatoria e notavel ambiente de sequestro de eritrocitos infectados
durante a infec¢ao por Plasmodium berghei ANKA (TANOWITZ et al., 2017).

Apo6s 11 dias de dieta hiperlipidica (5 dias antes da infecgao, e 6 dias durante
a infecgao), ja foi possivel observar o aumento visual dos adipocitos e aumento

significativo de peso do tecido adiposo perigonadal.
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Figura 13. Alteragées no tecido adiposo apés consumo de dieta hiperlipidica a
curto prazo. a) Fotomicrografia do tecido adiposo de animal submetido a dieta padréo.
b) Fotomicrografia do tecido adiposo de animal submetido a dieta hiperlipidica. c) Peso
do tecido adiposo de animais dos grupos controle, HFD, e apoE™ no sexto dia apds a
infeccao.
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A infecgao por Plasmodium berghei ANKA em camundongos C57BL/6 tem
como caracteristica o sequestro dos parasitas para locais estratégicos do
hospedeiro. Assim, um dos 6rgdos com maior carga parasitaria, nesse caso, é o
tecido adiposo (FRANKE-FAYARD et al., 2010). Com o objetivo de verificar se o
aumento do tecido adiposo nos animais alimentados por dieta hiperlipidica foi o
responsavel por controlar a parasitemia, atuando como um polo atrativo, foi
comparada a expresséo génica de Pb18S no tecido adiposo para verificar sua
carga parasitaria nos diferentes grupos.

Contrariando nossa hipotese, a carga parasitaria se mostrou aumentada
apenas nos animais do grupo eutréficos infectado, condizente com a parasitemia
periférica. Ja os animais alimentados por dieta HFD tiveram a carga parasitaria
do tecido adiposo reduzida, indicando que o processo de sequestro dos parasitas
para essa regiao também foi evitado.

Recentemente, foi descrito na literatura que a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, estimulou a expressao do receptor CD36 em pré-adipodcitos,
levando ao seu desenvolvimento para adipécitos maduros (LUO et al., 2020).
Sendo um dos principais receptores envolvidos no sequestro de eritrocitos
infectados para os tecidos, avaliamos sua expressao no tecido adiposo.

A expressao do receptor CD36 estava significativamente elevada nos
animais do grupo eutrofico infectado, e apesar de haver uma tendéncia de
aumento nos animais alimentados por dieta hiperlipidica, a expressao dessa

molécula ainda n&o alcangou o nivel dos animais com a parasitemia mais alta.
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Figura 14. Localizagao dos parasitos no tecido adiposo. A) Expressédo quantitativa
de 18s por RT-gPCR no tecido adiposo perigonadal b) Expresséo quantitativa de CD36
por RT-gPCR no tecido adiposo perigonadal de animais dos grupos controle nao
infectado, eutréfico infectado, e HFD infectado.

Considerado um ambiente com grande relevancia no sistema imunologico,
o perfil de citocinas do tecido adiposo de animais alimentados por dieta HFD a
curto prazo apos a infeccdo por Plasmodium berghei ANKA foi avaliado pelo
método CBA.
De forma surpreendente, a dieta hiperlipidica de curto prazo ndo impactou
no aumento de citocinas pré inflamatérias, como é possivel observar na figura 9.
As citocinas IFN-y, TNF-a e IL-6 estdo aumentadas nos animais eutréficos
infectados, como caracteristico na resposta imunologica a malaria, e reduzidas
nos animais infectados alimentados por dieta HFD. A IL-2 n&o teve alteragdes
significativas devido a infecgdo, tampouco a citocina anti-inflamatério 1L-10. A
citocina IL-17 estava menos expressa nos animais do grupo controle infectado,
do que nos animais n&o infectados, provavelmente pela ativagdo do perfil TH17.

55



[u\]
O
—
[9]
—

30- ! * ! 150+ 15+
T . * —_
— - P
2 204 £ 100 o 10l T
£ [e)) £
) Q D
= ey =
-~
T @
LL . -} -
% 104 L 50 - 5
= [
0 T T T 0 Ll T T 0 T T T
SRR N ¢ N o ¢ N o
o &L o < o &
d) e) f)
2.0 15+ 1.5-
154 — — —
7 =2 104 2 1.0-
S T S g " T
2 104 = T g
o~ e Ly T
4 05. -|- A 54 T 3 0.5
0.0 T T T 0 T T T 0.0 I r l T
N\ NS \ N\ N \ N\ N N
°c 9 o AU S A S

Figura 15. Efeito da infeccdo por Plasmodium berghei ANKA na produgao de
citocinas no tecido adiposo perigonadal. Camundongos C57BL/6 foram alimentados
com dieta hiperlipidica (HFD) ou dieta padrédo durante cinco dias e infectados por
Plasmodium berghei ANKA. No sexto dia apds a infecgdo os animais foram
eutanasiados, o tecido adiposo perigonadal foi retirado, e um homogenato do érgéo foi
preparado para analise por CBA. Valores expressos em média + EPM (n=5); teste
ANOVA.

5.7 Consumo de Omega 3 n3o altera o curso da infecgio por Plasmodium
berghei ANKA.

Considerando que a literatura encontra um efeito protetor do 6mega-3 e
seus derivados contra parasitas causadores da malaria, avaliamos se a
quantidade presente na dieta hiperlipidica por banha de porco e 6leo de soja, era
responsavel pelo controle da parasitemia e consequente protecdo a malaria
cerebral observada anteriormente, uma dosagem compativel com a que esta

presente na dieta foi administrada via gavagem durante 5 dias com posterior
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infeccdo por Plasmodium berghei ANKA. N&o foi observada diferengca no
desenvolvimento da malaria cerebral nesses animais que apresentaram
parasitemia semelhante aos animais do grupo controle. como mostrado na figura
10.

A dosagem de 6mega-3 administrada foi aproximadamente a presente na
dieta hiperlipidica produzida no laboratério, portanto possivelmente, nao foi
houve alteracédo na parasitemia devido a quantidade baixa do composto, sendo
possivel afirmar apenas que os acidos graxos do tipo émega-3 ndo foram
responsaveis pela protecao conferida pela dieta, porem em quantidades maiores

possivelmente o desenvolvimento da infecgdo seria alterado.
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Figura 16. Desenvolvimento da malaria cerebral em camundongos com dieta
suplementada com Omega 3. Média das parasitemias diarias dos animais do grupo
controle e animais com suplementagao de dmega 3 a partir do terceiro dia de infecgéo
por Plasmodium berghei ANKA.

5.8 O uso do antioxidante NAC (N-Acetilcisteina) ndo foi capaz de
restaurar a susceptibilidade a infecgao de camundongos alimentados
por dieta hiperlipidica.

Maria Mota e colaboradores, em 2017, demonstraram que animais
alimentados por dieta hiperlipidica por curto prazo, com lipideos advindos
principalmente de dleo de coco e predominantemente acidos graxos saturados,

apresentavam certa protecado contra a infecgado de Plasmodium berghei ANKA,
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porém nado completa. De acordo com esse estudo, a protecdo poderia ser
revertida com o uso do antioxidante NAC (N-Acetilcisteina), e responsabiliza a
protecdo, portanto, ao estresse oxidativo presente no figado causado pela dieta.
(ZUZARTE-LUIS et al., 2017).

Para avaliar se a administragdo do mesmo antioxidante seria capaz de
reverter a protecédo conferida aos animais do grupo HFD, os animais infectados
desse grupo receberam a mesma dosagem de NAC do estudo supracitado, mas
a protecédo nao foi revertida. Os animais do grupo HFD, mesmo tratados com
antioxidante se mantiveram com a parasitemia proxima de zero, sem

desenvolver nenhum sinal clinico relacionado a malaria.
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Figura 17. Desenvolvimento da malaria cerebral em camundongos alimentados
com dieta HFD e tratados com NAC. Média das parasitemias diarias dos animais do
grupo eutrofico infectado, HFD infectado e HFD infectado tratado com NAC a partir do
terceiro dia de infec¢do por Plasmodium berghei ANKA.

6 DISCUSSAO

O crescente aumento da obesidade e do sobrepeso no mundo impacta de
inumeras maneiras a saude publica e sua influéncia no sistema imunologico vem
sendo muita estudada (DE HEREDIA; GOMEZ-MARTINEZ; MARCOS, 2012;
KAWAI; AUTIERI; SCALIA, 2021). Contudo, a respeito do papel da obesidade
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durante o desenvolvimento de doencgas infecciosas ainda existem lacunas a
serem preenchidas.

Portanto, embora a obesidade e o consumo de dieta hiperlipidica estejam
comumente relacionados ao pior prognostico de diversas patologias estéreis,
como cancer, diabetes e arteriosclerose (CALLE; KAAKS, 2004; REUTER,
2007), no caso de doengas infecciosas esse papel pode ser controverso. O
prejuizo a saude evidenciado na obesidade, pode ser contrabalanceado com
algum beneficio em situagcdes especificas, como certas infecgées que exigem
um equilibrio delicado na relagdo hospedeiro-patégeno (BRAUN; GOMES;
SCHUETZ, 2015; SCHETZ et al., 2019).

Nesse contexto de prejuizo versus vantagem, a infec¢ao por parasitas do
género Plasmodium evidencia essa situagdo paradoxal, como quando pessoas
com anemia falciforme s&o protegidas contra malaria (FERREIRA et al., 2011),
ou quando o organismo infectado por Plasmodium entra em hipoglicemia na
tentativa de controlar a parasitemia por falta de nutrientes (RAMOS et al., 2022).
Portanto, demonstrando que doencgas genéticas, ou até mesmo o organismo
saudavel durante a infecgdo, provocam um desequilibrio na relagdo hospedeiro-
patogeno que podem contribuir na resolugéo ou prote¢cao da doencga.

Um dos fatores mais impactantes e controlaveis no desenvolvimento da
obesidade € o consumo alimentar. Com a urbanizagdo o mundo passou por uma
importante transigdo nutricional que transformou os padrdes alimentares, com o
aumento do consumo de alimentos agucarados, gordurosos e ultra processados
se torna fundamental compreender como essa dieta hiperlipidica € capaz de
modular o sistema imunologico e alterar a resposta a infec¢gées (ALLAIN et al.,
2021; BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; POPKIN; ADAIR;
NG, 2012).

Como ja demonstrado em nosso laboratorio anteriormente em dados
ainda ndo publicados, a obesidade induzida através do consumo de dieta
hiperlipidica por 12 semanas foi capaz de prevenir o desenvolvimento da malaria
cerebral apdés a infecgdo por Plasmodium berghei ANKA controlando a
parasitemia desde o principio da infeccdo, inclusive por outras vias de infec¢ao
(intraperitoneal e retroorbital), garantindo a sobrevivéncia de todos os animais
obesos infectados.
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Para compreender se a protecdo por dieta foi restrita a apenas essa
linhagem do parasita, foi utilizada a infecgdo com o Plasmodium berghei NKG5,
modelo que causa anemia e hiperparasitemia em camundongos C57BL/6, mas
que, apesar de ja ter sido encontrado aderéncia de células T CD8+ no cérebro
de animais, ndo apresenta sequestro de hemacias parasitadas e ndo provoca
malaria cerebral (BAPTISTA et al., 2010).

Ainda nao esta bem esclarecido a razdo das duas linhagens supracitadas,
geneticamente proximas, apresentarem patogenia diferente (AKKAYA et al.,
2020). A incapacidade da linhagem NKG65 de sequestrar hemacias parasitadas
na microvasculatura cerebral encontrado na infecgao pela linhagem ANKA pode
ser determinante nessa diferenca.

De fato, a obesidade ndo modificou de forma significativa o curso da
doenga causada por Plasmodium berghei NK65 em camundongos C57BL/6,
levando ao aumento da parasitemia nos dois grupos testados e no aparecimento
de sintomas no mesmo periodo. Nossa hipétese seria que a protecédo conferida
aos animais obesos contra a linhagem ANKA esta provavelmente relacionada
com seu mecanismo de sequestro, ausente em NKG65.

Na tentativa de compreender esse cenario, é importante considerar a
possibilidade de o receptor CD36 do tipo Scavenger estar aumentado na
obesidade devido a sua capacidade em reconhecer a LDLox, uma forma
aterogénica da LDL diretamente ligada a um conjunto de alteragbes nos niveis
de gordura no sangue. Apesar de ainda nao ter sido encontrado aumento de
CD36 especificamente em células do sistema imunolégico durante a obesidade,
0 aumento desse receptor em adipocitos apods o consumo de dieta hiperlipidica
ja foi relatado (LUO et al., 2020). Durante a infec¢gdo por Plasmodium berghei
ANKA, a proteina alvo que se liga ao CD36, leva ao sequestro de hemacias
parasitadas e consequente escape do sistema imunoldgico, pode ter sido
reconhecida mais intensamente por células do sistema imunologico durante a
obesidade, principalmente macréfagos com CD36 aumentado, provocando sua
rapida eliminacéo.

Para avaliar o desempenho de outro modelo animal no desenvolvimento
da malaria por Plasmodium berghei ANKA, infectamos animais deficientes para
a glicoproteina apoE, secretada no figado, mas também no tecido adiposo, que
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atua regulando o fluxo de triglicérides e a expressdo génica de adipocitos
(HUANG et al, 2013). Animais apoE”’ s&do geneticamente iguais aos
camundongos C57BL/6 com a excegcdo da delecdo do gene apoE e
caracterizam-se por um tecido adiposo reduzido e com menor acumulo de
triglicerideos.

Em relagdo a malaria, ja foi demonstrado haver uma certa protegéo contra
a malaria cerebral em animais apoE” em que a maioria dos animais mostrou
sobrevivéncia prolongada com aumento continuo da parasitemia (KASSA et al.,
2016). Nossos resultados foram concordantes com esse estudo e os animais
apoE-/- infectados por Plasmodium berghei ANKA tiveram a parasitemia
crescente, mas sem os sintomas da malaria cerebral observada nos animais do
grupo controle.

O aumento da permeabilidade vascular € uma caracteristica marcante da
malaria cerebral causada no modelo de infecgédo por Plasmodium berghei ANKA.
Ao avaliar se houve quebra da barreira hematoencefalica, observamos que a
mesma se manteve intacta no grupo obeso por dieta e no grupo apoE". Esse
resultado é condizente com a parasitemia controlada dos animais obesos que
ndo desenvolveram a malaria e com animais apoE’ que demostraram
parasitemia crescente, aparentemente sem sequestro de hemacias parasitadas.

Além disso, esse mesmo estudo avaliou o papel de uma dieta hiperlipidica
durante a infecgdo por Plasmodium berghei ANKA e os camundongos né&o
ficaram protegidos contra a doenca, diferente do nosso modelo. Porém, a
composic¢ao da dieta parece ser o fator diferencial, ja que no estudo de Kassa e
colaboradores, a origem da gordura € proveniente do leite e rica em acidos
graxos saturados, a dieta do nosso modelo de estudo advém da banha de porco
e Oleo de soja, havendo um equilibrio entre acidos graxos saturados e acidos
graxos monoinsaturados.

Outros tipos de dieta ja foram testadas e ndo apresentaram a mesma
protecdo contra a infecgao por Plasmodium berghei ANKA, como, por exemplo,
um estudo que se propds a avaliar uma dieta rica em carboidratos e nao
observou alteragdo no curso da doenga (AUDU et al., 2022). Maria Mota e
colaboradores observaram protecao contra a malaria cerebral através da dieta
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hiperlipidica a curto prazo, mas nao protecdo completa (ZUZARTE-LUIS et al.,
2017).

Observando a importancia da composicao da dieta nas alteragdes do
curso da patologia estudada, demonstramos que a dieta hiperlipidica produzida
no nosso laboratério e administrada por apenas 5 dias antes da infecgao por
Plasmodium berghei ANKA continuou sendo capaz de controlar a parasitemia e
evitar quaisquer sintomas nos camundongos infectados.

O modelo de malaria cerebral experimental murino utilizando Plasmodium
berghei ANKA em camundongos C57BL/6 foi caracterizado por um intenso
sequestro de hemacias parasitadas para diversos 6rgdos, como cérebro, tecido
adiposo e bago, mediado principalmente pelo receptor CD36 (FRANKE-FAYARD
et al., 2005). O tecido adiposo se apresenta como um grande reservatorio de
parasitas ndo apenas no caso da malaria, mas também em outras infeccdes
(TANOWITZ et al.,, 2017). Por exemplo, em um estudo foi constatado que
camundongos obesos infectados por Trypanossoma cruzi apresentaram maior
carga parasitaria no tecido adiposo, levando a diminuigdo da carga parasitaria
no coragao e consequentemente maior sobrevivéncia. (NAGAJYOTHI et al.,
2014).

Ao avaliar o tecido adiposo desses animais alimentados por dieta
hiperlipidica, observamos que ele ja apresentava maior peso quando comparado
aos animais alimentados por dieta padrdo. Ao comparar a expressao de 18s
nesse tecido, ndo identificamos aumento significativo da parasitemia no tecido
adiposo de animais alimentados por dieta hiperlipidica, diferente dos animais
eutroficos infectados, que, como esperado, apresentavam uma alta taxa de
parasitos no local.

Ja ao avaliar a expressdo do receptor CD36 no mesmo tecido,
observamos que houve um aumento significativo no grupo eutréfico infectado,
provavelmente devido ao sequestro de linfécitos e hemacias infectadas e,
portanto, do aumento da resposta inflamatéria no local. Apesar de ndo ser um
aumento significativo, podemos observar que nos animais alimentados por dieta
hiperlipidica houve uma tendéncia de aumento do CD36 no tecido adiposo, o
que ja pode ser indicativo de alteragdes devido a dieta.
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Ao comparar o nivel de secregcdo de diferentes citocinas do tecido
adiposo, os animais infectados dos dois grupos se mantiveram semelhantes. As
citocinas pré inflamatdrias IFN-y, TNF-a e IL-6 que estavam mais expressas no
tecido adiposo dos animais eutroficos infectados se encontravam reduzidas de
forma semelhante no grupo HFD infectado e controle ndo infectado. Indicando
que aparentemente n&o houve estimulo inflamatorio no tecido adiposo dos
animais alimentados por dieta hiperlipidica apds a infecgdo por Plasmodium
berghei ANKA como houve nos animais alimentados por dieta padrao.

Comparando o peso dos 6rgaos dos animais experimentais, foi possivel
observar aumento do peso do bago dos animais do grupo HFD infectado em
relagcdo ao grupo eutréfico infectado, apesar do grupo apresentar parasitemia
préxima de zero desde o inicio da infecgéo.

Ao avaliar as citocinas presentes no bago encontramos um aumento
significativo de citocinas proé-inflamatérias em animais alimentados por dieta
hiperlipidica IFN-y, TNF-a e IL-6 quando comparados aos animais n&o
infectados, indicando que a apesar de aparentemente a eliminacdo do parasita
ter acontecido no principio da infecgdo desse grupo, ainda era possivel observar
resposta inflamatéria no bago. Em experimentos anteriores em nosso
laboratério, acompanhamos a infecgao de animais obesos por até 30 dias e ndo
houve aumento de parasitemia, indicando que a infecgao estava controlada.

Surpreendentemente, foi observado um aumento significativo da citocina
IL-4 no bago dos animais do grupo HFD infectados em comparagao aos animais
alimentados por dieta padrdo, também infectados. Um artigo recente mostrou
que o tratamento com IL-4 diminui a patogénese da malaria cerebral em animais
infectados com Plasmodium berghei ANKA, atuando por diferentes formas, entre
elas, aumentando o potencial fagocitico de macrofagos no bago e
consequentemente auxiliando na eliminacdo do parasita e na regulagdo da
resposta imune, e reducéo do infiltrado de células T CD8 citotoxicas no cérebro
(WU et al., 2021).

Para elucidar como o consumo da dieta hiperlipidica afetou a secregcao de
citocinas, é possivel considerar um estudo em humanos que mostrou que o
consumo de dieta HFD durante uma semana levou a diminuigdo do receptor
TLR-2 (WAN et al., 2014). E ja foi demonstrada a presenca de ligantes de TLR
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em Plasmodium, ancoras de Glicofosfatidil-inositol (GPl) que ativam TLR-2
(Krishnegowda et al. 2005). Além disso, células dendriticas ativadas por
parasitas, induzem a secrecédo de IL-4 através de linfocitos T, favorecendo o
perfil Th2 de maneira independente de TLR, via PI3k (WU et al., 2018).

Considerando que diferentes linhagens do parasita causador da malaria,
levam a maior expressdo de IL-12 ou IL-4 e que esse pode ser um fator
contribuinte para a maior letalidade de uma linhagem em relag&o a outra, seria
possivel questionar, se o aumento de IL-4 no bago de camundongos alimentados
por dieta nesse trabalho, ocorreu devido a ativacdo de células dendriticas por
essa via, e que a alteragao do perfil voltado para o Th2 também auxiliou na
eliminagdo do parasito, sem os danos caracteristicos da resposta exagerados
provocados pelo perfil Th1 observados na malaria grave.

Observando que a ndao houve aumento de parasitemia durante os 7 dias
apo6s a infecgao, seria possivel questionar se os parasitas foram capazes de
infectar os eritrécitos ou conseguiram se replicar no seu interior, porém, ao
observar que a resposta inflamatéria do bago dos animais infectados foi
semelhante independente da dieta e da parasitemia periférica, nos leva a inferir
que a infeccdo das hemacias aconteceu, houve controle da parasitemia e
eliminagao de eritrocitos infectados no baco.

Compreendendo que a composi¢ao da dieta hiperlipidica era de grande
relevancia no efeito protetor contra a malaria nesse estudo, foi considerado que
a dieta utilizada possui altos niveis de acidos graxos saturados e
monoinsaturados. Porém, diversos estudos mostram o potencial antimalarico de
acidos graxos poli-insaturados, especialmente do acido docosaexaenoico
(KUMARATILAKE et al.,, 1992). Assim, foi avaliado se a suplementacdo de
Omega 3 contendo DHA seria capaz de promover a mesma prote¢ao que a dieta,
todavia, apos 5 dias de suplementacéao e infeccdo dos animais por Plasmodium
berghei ANKA, nao foi observada diferenca na parasitemia dos animais controles
e animais suplementados.

Ao analisar na literatura a composicdo de acidos graxos da dieta
hiperlipidica produzida com banha de porco, foi demonstrado maior quantidade
de acidos estearicos (C18), especialmente os acidos oleicos e linoleicos, além
de maiores niveis de acido miristico (C14) quando comparada a dieta padrao.
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Observou-se que animais alimentados por essa dieta hiperlipidica apresentaram
maiores niveis de malonaldeido (MDA), um importante marcador de peroxidagéo
lipidica, sugerindo que a dieta induziu o aumento do estresse oxidativo
(EMELYANOVA et al., 2019). Outro aspecto que pode ser considerado, seria o
fato de os acidos graxos encontrados em abundancia na banha de porco, como
o acido oleico e acido miristico, inibirem a enzima topoisomerase, (SUZUKI et
al., 2000), essencial na replicagdo parasitaria e estudada como um novo
potencial alvo no tratamento da malaria (SINGH et al., 2022).

Estudos iniciais mostram uma inibicdo irreversivel do crescimento do
Plasmodium em altas concentragdes de acidos graxos, como o oleico e linoleico.
Além disso, foi demonstrado que apos a adicdo de vitamina E, um potente
antioxidante nessa dieta, foi possivel reverter o efeito supressor dos acidos
graxos, sugerindo que a peroxidagao lipidica estava envolvida na atividade
antimalarica (LEVANDER; AGER, 1993) (KRUGLIAK et al., 1995). No trabalho
de Maria Mota e colaboradores, em que a dieta hiperlipidica a curto prazo
também tem efeito protetor contra a malaria cerebral, a administracdo do
antioxidante NAC reverteu o efeito protetor da dieta contra a infecgdo pelo
Plasmodium berghei ANKA (ZUZARTE-LUIS et al., 2017). No presente trabalho,
avaliamos se a utilizagado desse mesmo antioxidante (NAC) seria capaz de anular
os efeitos protetores da dieta, porém os animais alimentados por dieta
hiperlipidica e tratados com NAC nado desenvolveram a malaria cerebral, e
tiveram a parasitemia controlada assim como os animais n&o tratados com o
antioxidante.

A diferenca entre os estudos pode estar na via de infecgcdo, enquanto
utilizamos merozoitos injetados diretamente para a corrente sanguinea,
envolvendo apenas a fase eritrocitica da infecgdo, Maria Mota e colaboradores
realizaram a infec¢ao a partir do mosquito, e observaram a protec¢ao por estresse
oxidativo na fase hepatica da infecgdo (ZUZARTE-LUIS et al., 2017). Apesar de
0 uso de antioxidante nao ter sido eficiente para reverter a protecdo conferida
pela dieta, ndo seria necessario descartar a hipotese do estresse oxidativo como
responsavel pela rapida eliminagdo do parasita, ao sugerir que antioxidantes
mais potentes, ou de mecanismos de acgao diferentes seriam capazes de anular

o efeito da dieta. Um estudo em humanos demonstrou que o consumo de uma
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unica refeigao hiperlipidica foi capaz de aumentar os niveis de ROS intracelular
das hemacias. Sendo assim, avaliar o estresse oxidativo no interior dos
eritrocitos também pode contribuir para o entendimento da protecdo conferida
pela dieta no nosso modelo (BENSON et al., 2018).

Embora ainda n&o tenha sido possivel compreender de forma definitiva
0s mecanismos envolvidos, nossos resultados demonstram um claro papel
protetor da dieta hiperlipidica na infecgdo por Plasmodium berghei ANKA.
Aparentemente, essa protecao seria exclusiva para essa linhagem, indicando um
envolvimento do seu mecanismo de evasédo, a expressao de proteinas ligantes
que levam ao sequestro de hemacias parasitadas e a eliminagao precoce dos
parasitas.

Ha anos existem indicios que a dieta pode afetar o curso da infecgao da
malaria, principalmente na protegdo da malaria grave. Em humanos, o grupo
étnico Fulani, chama atengao por ser um grupo némade que consome leite como
maior fonte de alimento e é especialmente observado por seus habitos
alimentares e apresentarem poucos casos de malaria grave, apesar de viverem
em regido endémica (MURRAY et al., 1978).

Considerando o aumento da resisténcia de medicamentos, e da
dificuldade na produc&o de uma vacina capaz de proteger contra a malaria grave,
se torna fundamental desenvolver diferentes formas de prevengao e tratamento
conjunto para a malaria. Ademais, a obesidade tem sido observada com alta
incidéncia em todo o mundo, tornando-se de grande relevancia elucidar as
respostas das infecgbes associadas a obesidade para contribuir com o manejo
adequado dos individuos acometidos, além de descobrir novos alvos e

moléculas que culminem em novas abordagens terapéuticas.

1. CONCLUSAO

O presente trabalho reuniu resultados que demonstram que o consumo
da dieta hiperlipidica, com a gordura advinda de banha de porco e 6leo de
soja, tanto a longo ou a curto prazo, foi capaz de proteger camundongos

C57BL/6 do desenvolvimento da malaria através da infecgédo por Plasmodium
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berghei ANKA. Além disso, demonstramos que essa protegéo se restringe a
esse modelo de infeccdo, portanto, depende justamente das caracteristicas
particulares da cepa ANKA.

A suplementacdo de Omega-3, conhecido por sua propriedade
antioxidante, e reguladora do crescimento de Plasmodium falciparum, n&o foi
suficiente para fornecer a mesma proteg¢ao conferida pela dieta completa. A
utilizacdo de um antioxidante para tentar reverter a protegcédo da dieta também
nao foi eficaz, sugerindo que a dieta pode ter diferentes vias para levar a essa
protecao.

Dessa maneira, podemos concluir que diferencas no padrao de
alimentagao da populacao podem ser relevantes na modificagdo da resposta
imunoldgica e no desenvolvimento de doengas infecciosas, considerando o
equilibrio entre hospedeiro e parasita como uma questao sensivel que pode
determinar o destino daquela infecgao.

Além disso, ficou evidenciado que nao apenas a quantidade de alimento,
mas a composi¢cado dessa dieta, do teor e do tipo de gordura, ja que outros
estudos com condigbes similares foram capazes de encontrar alguma
protecdo contra o desenvolvimento da malaria, mas ainda ndo completa
como a desse trabalho.

Dessa forma demonstramos de forma inédita a protegédo contra a malaria
utilizando uma dieta hiperlipidica de baixo custo e a curto prazo, apesar de,

ainda, nao ser possivel definir seu mecanismo de agao
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