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RESUMO

Ha décadas esforcos tém sido centrados para a eliminagdo da malaria em todo o
mundo. Apesar disso, esta ainda € uma doenga que ameaca diversas populagcdes em
regides tropicais e subtropicais, levando anualmente ao o6bito milhares de criangas
com menos de 5 anos. Uma vez nao seja tratada adequadamente, o agravamento da
malaria pode levar ao desenvolvimento de sindromes como a malaria cerebral (MC),
principal responsavel pelas mortes e causadora de diversas sequelas, especialmente
a nivel cognitivo nos pacientes que sobrevivem. Desse modo, faz-se necessario o uso
de terapias que visem diminuir o indice de mortalidade/morbidade ocasionado pela
MC. Atualmente, ainda néo existem terapias adjuvantes especificas e recomendadas
para auxiliar no tratamento da MC, mas varios estudos vém mostrando que compostos
com atividade anti-inflamatéria pode amenizar os danos. Moléculas de 6mega-3 tém
propriedades anti-inflamatdrias e sao fundamentais na formacao do sistema nervoso,
auxiliando na protegao de células do tecido nervoso. Sabendo das suas propriedades
anti-inflamatoérias e da necessidade de uma terapia adjuvante que possa evitar o
desenvolvimento ou auxiliar no tratamento da MC, neste estudo tivemos o objetivo de
avaliar o efeito do 6mega-3 (rico em DHA) na protegédo contra o desenvolvimento de
MC em modelo murino. Para tal, camundongos C57BL/6 foram tratados previamente
com 1,5, 3,0 e 6,0 g/kg de DHA, e, apés 15 dias, foi realizada a infecgdo com P.
berghei ANKA. Foi possivel observar que os animais tratados tiveram maiores
porcentagens de sobrevivéncia de acordo com o aumento da dose utilizada.
Entretanto, ndo houve efeito do tratamento sobre a parasitemia sanguinea dos
mesmos. Do mesmo modo, de forma dose-dependente, houve uma diminuigdo nos
danos causados na barreira hematoencefalica dos animais tratados com as maiores
doses de 6mega-3. Além disso, niveis de IL-10 e NO foram elevados nos animais
sobreviventes a MC, e nao foram observados nestes animais danos histopatoldgicos
no cérebro. Assim, observamos que o DHA contido no 6leo de peixe apresenta um

efeito promissor contra o desenvolvimento de MC quando usado profilaticamente.

Palavras-chave: malaria cerebral, dmega-3, DHA, tratamento adjuvante



ABSTRACT

For decades, efforts have been focused on malaria elimination worldwide. Regardless,
it is still a threatening disease for tropical and subtropical populations, causing
thousands of child deaths every year. Once not properly treated, the severity of disease
leads to the development of severe syndromes, such as cerebral malaria (CM), the
main cause of death and cognitive sequelae in survival patients. In this sense, it is
necessary the use of therapies that help to diminish the mortality/morbidity rates
related to CM. Nowadays, there are still no adjuvant treatment specifics recommended
to help with CM treatment, some studies are using anti-inflammatory molecules to
alleviate the neurological damage caused by CM. Omega-3 molecules have anti-
inflammatory properties and are fundamental to neuronal system formation and for the
protection of the nervous tissue cells. Considering its anti-inflammatory properties and
the need for adjuvant therapy for MC treatment or prophylactic use, in this study, we
aimed to evaluate the DHA-rich omega-3 effects (DHA rich omega-3) at the protection
against the development of CM in a murine model. C57BL/6 mice were treated with
1,5, 3,0, and 6,0 g/kg of DHA, and after 15 days, were infected with P. berghei ANKA.
The results showed that treated animals had higher percentages of survival following
increasing dosages, but there was no effect of the treatment on the blood parasitaemia.
Thus, we observe that DHA contained in fish oil has a promising effect on the

development of CM when used prophylactically.

Keywords: cerebral malaria, omega-3, DHA, adjuvant treatment
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1. INTRODUGAO

1.1 Relatos histéricos da distribuicao da Malaria no Brasil e pelo mundo

A malaria € uma doenca parasitaria causada por parasitos protozoarios do
género Plasmodium. Seu nome esta relacionado as condicdes em que antigamente
acreditavam ser causadoras desta doencga, em italiano malaria quer dizer “maus ares”,
0 que remete as regides pantanosas, onde se acreditava que o ar daquelas regides
era o transmissor desta doenca. Conhecida também popularmente como febre quarta,
febre terga, paludismo ou maleita, dentre as varias outras denominagdes, a malaria é
uma das doencas mais antigas que se tem registros; provavelmente perpetua ha

milhares de anos entre os humanos.

O processo evolutivo e onde foram os primeiros locais em que os
plasmddios infectantes para humanos se desenvolveram ainda sao desafios a serem
elucidados pela ciéncia. Diversos relatos clinicos e moleculares nos dao evidéncias
de que os primeiros registros que se tem conhecimento atualmente da existéncia de
malaria datam cerca de 3000 a.C. (COX, 2010; NERLICH, 2016). Em referéncia as
caracteristicas clinicas registradas, Hipdcrates, no século V a.C., relatou a ocorréncia
de ciclos febris em pacientes; também existem relatos semelhantes a estes em antigos
documentos chineses e papiros egipcios, porém estes registros também podem ser
relacionados a outras doencgas febris, logo tornam-se inespecificos (COX, 2010;
NERLICH, 2016; SALLARES; GOMZI, 2001). Desde o avancgo tecnolégico no uso da
biologia molecular, foi possivel utilizar destas ferramentas para investigar a presenca
do DNA de plasmaodios em tecidos moles de corpos mumificados. Assim, em 2010, foi
detectada a presenca de sequéncias especificas de DNA plasmodial na mumia do

farao egipcio Tutancamon e em membros de sua familia (HAWASS et al., 2010).

Apesar dos antigos relatos relacionados a doenga, os plasmaodios foram
descritos apenas no final do século XIX, por Alphonse Laveran, apos analise do
sangue de pessoas infectadas. A partir desta analise, ele observou pequenas
estruturas pigmentadas dentro das células sanguineas em laminas de sangue por
visualizagao a fresco, e lentes com aumento de apenas 400x (COX, 2010). Por muitos

anos, microbiologistas ndo acreditaram na teoria de Laveran, de que a malaria era
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causada por protozoarios parasitas, e, somente apds 7 anos, Laveran foi capaz de
convencer microbiologistas renomados como Pasteur, Roux e Koch sobre a
descoberta do agente causador da malaria. Em 1907, Laveran foi consagrado com o
prémio Nobel de Medicina por sua descoberta (BRUCE-CHWATT, 1981).

Acredita-se que a doenca tenha sido trazida para o Brasil por meio da
colonizagao das terras pelos Europeus e pelo trafico de escravos, visto que estudos
indicam que a introdugdo de P. falciparum ocorreu por volta do ano de 1560
(YALCINDAG et al., 2012). Ainda nao foram encontrados evidéncias sobre a
existéncia destes parasitos antes da colonizagdo das Américas (SALLARES; GOMZI,
2001). Logo, com a chegada dos colonizadores e escravos trazidos da Africa,
acrescido da presenca de mosquitos vetores no territério ocidental, ocorreu a

disseminagao da doenga principalmente entre os povos indigenas (DEANE, 1986).

Fatos histéricos pertencentes ao desenvolvimento do Brasil também
tiveram importancia na disseminacéo e aumento do numero de casos de malaria pelo
continente, como, por exemplo, a libertacdo dos escravos, que levou a abandono das
areas antes drenadas, o aumento das atividades econbmicas extrativistas e de
expansao territorial, como a extragao da borracha, e construcado de estradas de ferro
que levava trabalhadores para o interior do Brasil e para regido amazénica (DEANE,
1986).

Durante décadas, milhares de trabalhadores, provenientes de regides livres
da presencga dos parasitos, morriam vitimas da doenca. Assim, médicos sanitaristas e
pesquisadores como Adolf Lutz, Carlos Chagas, Oswaldo Cruz e Arthur Neiva eram
constantemente convocados para as diversas regides endémicas do pais para tentar
controlar a doenca. Estes pesquisadores foram muito importantes no combate a
malaria no Brasil, e, apesar de, na época, haver pouco conhecimento sobre a doenca,
buscavam trabalhar em agdes como profilaxia e tratamento dos doentes, o que
contribuia imensamente para o controle da doenga em tais regides (GRIFFING et al.,
2015).

As medidas profilaticas tomadas perpetuaram por muitos anos e auxiliaram

para que a malaria fosse praticamente eliminada da regiao extra-amazénica no Brasil.

18



Estas medidas foram base para as agdes que prevalecem atualmente em Campanhas

de Eliminacdo da Malaria para controlar a disseminag¢ao da doencga.

Mesmo com a existéncia de campanhas de combate a doenga, com o
passar dos anos, o numero de casos de malaria no pais tornou-se oscilante. Com o
aumento da exploragcdo da floresta e uma migracao descontrolada para a regiao
amazébnica, o numero de casos, com o passar dos anos, aumentou de forma
preocupante ao longo do século XX. Esses aumentos logo eram controlados devido a
agdes de controle vetorial, porém, logo em seguida, com uma nova onda de migragao,
0s numeros aumentavam novamente. Entdo, o Sistema de Vigilancia em Saude
passou a utilizar o diagnostico rapido e tratamento da malaria como pilares para o
controle da disseminagédo da doencga na regido, além do uso de DDT nas casas das
regides com maiores focos de malaria para controle de vetores (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010). A doenga se tornou de registro obrigatorio em todo territério

nacional com o objetivo de rastrear e evitar a disseminagéo da doenca.

1.2 Distribuicao mundial dos casos de malaria

Atualmente a malaria ainda tem uma ampla distribuicdo mundial e ainda é
uma doenga que demanda grande preocupag¢ao em relagdo a saude da populagao.
Anualmente sdo realizados grandes investimentos financeiros com o objetivo de
contribuir para eliminagdo da malaria em todo o mundo, e, somente no ano de 2019,
foram investidos 3,0 bilhdes de ddlares. A maior parte deste investimento é voltada
para a regiao Africana, onde se concentra a maioria dos casos de malaria do mundo.
As areas de combate a doenca que receberam maiores investimentos entre os anos
de 2007 e 2018 foram o desenvolvimento de drogas e o financiamento de pesquisas
basicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Grandes investimentos continuam sendo necessarios para o combate a
essa doenca que afeta tantas populacdes pelo mundo. Estimava-se que em 2020
seriam investidos 6.8 bilhdes de ddlares no combate a malaria. Contudo, com a
pandemia de COVID-19, iniciada no final de 2019, acredita-se que os investimentos

direcionados ao combate a malaria foram menores do que o estimado, contribuindo a
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curto prazo para o aumento do numero de casos mundialmente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Apesar de, ao longo das ultimas décadas, ter havido grandes
investimentos em estratégias de eliminagdo da doenga e, apesar de ter havido uma
reducao dos casos pelo mundo, ainda foram relatados cerca de 247 milhdes de casos
clinicos de malaria em 2021 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Atualmente
84 paises sao endémicos para esta doenga, porém cerca de metade dos casos (116,8
milhdes de casos) ocorrem em apenas quatro paises africanos (Nigéria, Republica
Democratica do Congo, Uganda e Mogambique) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2022).

Em 2021 cerca de 619 mil mortes ocorreram devido a malaria. Dos ébitos
registrados, estima-se que 76% estejam relacionadas a morte de criangas menores
de cinco anos, que é a populagdo mais suscetivel ao desenvolvimento de malaria
grave causada por P. falciparum (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Entre
os anos de 2019 e 2021, estima-se que 63 mil mortes tenham ocorrido devido a
pandemia COVID-19, visto que foi um periodo em que os investimentos em saude
foram voltados para a pandemia global e os investimentos no combate a malaria foram
reduzidos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

A distribuicdo da malaria pelo mundo ocorre nas regides tropicais e

subtropicais do globo, como pode-se observar na Figura 1.
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Figura 1: Incidéncia mundial da malaria em 2021. Adaptado de WHO, 2022.

O Brasil € um dos paises endémicos para malaria na América do Sul, e
junto com Colémbia e Venezuela concentram 86% dos casos ocasionados na regiao
sul-americana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Para combater a doenca,
a campanha nacional para Eliminagcdo da Malaria no Brasil busca nao s6 levar a
eliminagdo da malaria em regides que ainda tem transmissdo, mas também prevenir
que certas localidades voltem a apresentar novos casos (SANTELLI; CAMILA PINTO
DAMASCENO; MARCHESINI, 2016).

Atualmente os casos relacionados a malaria no pais estdo concentrados
na regiao norte, afetando os estados pertencentes a Amazénia Legal (Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhao, Mato Grosso, Rondénia, Roraima, Para e Tocantins) (Figura
2). Em 2021, foram registrados 137.857 casos e 49 obitos em todo pais (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE., 2023). Na regido extra-amazonica, a maior parte dos casos
registrados é decorrente a malaria importada de outras localidades, porém, ainda
existem alguns relatos de transmissado autoctone em algumas regides de Mata
Atlantica. Em 2018, apenas 537 casos (importados e autdctones) foram registrados
nesta regido (Ministério da Saude, SVS, 2020).
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Figura 2: Distribuicdo da malaria no Brasil em 2021. Fonte: Ministério da Saude, 2023. Acesso em
08/03/2023.

1.3 Ciclo de vida dos parasitos Plasmodium spp. em hospedeiros vertebrados

Os plasmodios sdo protozoarios obrigatoriamente intracelulares que
parasitam animais de diversas classes, como aves, répteis e mamiferos. Sao
pertencentes ao filo Apicomplexa, ordem Haemosporida, familia Plasmodiidae,
género Plasmodium. Seu ciclo de vida € complexo, heteroxénico, envolvendo um
hospedeiro invertebrado, no qual realiza seu ciclo sexuado, € um hospedeiro

vertebrado, no qual realiza o ciclo assexuado.
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Apesar da vasta quantidade de espécies descritas pertencentes ao género
Plasmodium, poucas espécies descritas sdo capazes de parasitar o ser humano
sendo as mais conhecidas: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale P. malariae e
P. knowlesi (SINGH et al., 2004; SUTHERLAND, Colin J. et al., 2010; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020). Atualmente também vem sendo relatadas
infeccbes em humanos causadas por P. cynomolgi e P. simium (BRASIL et al., 2017;
HARTMEYER et al., 2019), apesar de terem sido descritas inicialmente como
espécies especificas de primatas ndo humanos. Infecgbes por estas espécies
parecem ser raras, € sao relatadas como infecgdes acidentais, porém a frequéncia
destas infeccbes podem estar sendo subnotificada devido a dificuldades na
identificacdo dos parasitos durante o diagndstico microscépico (ASHLEY; PYAE
PHYO; WOODROW, 2018; BRASIL et al., 2017).

A transmissao de Plasmodium spp. € feita por meio de mosquitos
pertencentes ao género Anopheles. As espécies presentes no Brasil sdo
principalmente Anopheles darlingi, An. albitarsis, An. aquasalis (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). A transmissao vetorial da malaria se da por meio da picada
destes mosquitos fémeas, que durante o processo de repasto sanguineo, injetam
junto com sua saliva as formas esporozoitas dos plasmédios na derme do hospedeiro
(RIBEIRO, 1987). A saliva dos mosquitos possui substancias vasodilatadoras que
facilitarao a saida dos parasitos da derme e a passagem dos esporozoitos para a
corrente sanguinea. Porém, o destino destes parasitos pode ser diverso, estes devem
se esquivar da degradacgao celular devido a sua possivel retengdo na derme, ou da
degradagao nos linfonodos caso venham a adentrar nos vasos linfaticos (AMINO et
al., 2006). Entretanto, os parasitos, em sua maioria, conseguem sair do seu local de
inoculagao e alcancar capilares sanguineos por meio de uma movimentagdo chamada
de gliding, uma forma de locomoc¢ado na qual consiste em interagdes associadas a
proteina adesiva relacionada a trombospondina (TRAP) presente na superficie celular
dos esporozoitos (TROTTEIN; TRIGLIA; COWMAN, 1995).

O periodo entre a deposicdo do parasito na derme do hospedeiro e a
chegada ao figado é breve, ocorrendo em até 3 horas apéds a inoculagéo (YAMAUCHI

et al.,, 2007). O momento de transito do parasito pelo hospedeiro é critico, dada sua
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exposicao as defesas do organismo proporcionadas pelo sistema imunoldgico (SI).
Assim, a rapidez com que os esporozoitos alcangam os hepatécitos permite o sucesso

da infecgao.

Para alcancar os hepatdcitos, os esporozoitos precisam atravessar os
sinusoides por meio das células de Kupffer (TAVARES et al., 2013). As células de
Kupffer sdo macréfagos teciduais que fazem a ligagdo entre os sinusoides e os
hepatdcitos, e, apesar de serem células fagociticas, os esporozoitos as atravessam
ativamente (FREVERT et al., 2005). Devido a agcbes que o parasito exerce sobre as
células do hospedeiro, os mesmos nao sao degradados, levando a produgdo de
citocinas com perfil anti-inflamatoério, por exemplo, e induzindo apoptose destas
células, evitando que estas sejam capazes de processar o parasito e apresentar
antigenos a células do sistema imunolégico, como linfécitos, por exemplo, (LINDNER;

MILLER; KAPPE, 2012), favorecendo a chegada dos esporozoitos aos hepatdcitos.

Uma vez nos hepatdcitos, os esporozoitos passam a apresentar uma
caracteristica interessante: sdo capazes de atravessar e migrar por diversas células
até estabelecer em qual célula havera a formacgao do vacuolo parasitoforo para sua
multiplicagdo (MOTA et al., 2001). Existem varias hip6teses acerca dos motivos para
que esse processo de migracao entre as células ocorra: 1: acredita-se que seja para
que os parasitos tenham tempo para maturacdo das organelas do complexo apical
que auxiliam no estabelecimento da infecgdo (LINDNER; MILLER; KAPPE, 2012;
MORRISSETTE; SIBLEY, 2002), ou 2: para que os parasitos encontrem células ricas
em moléculas de heparan-sulfato que fazem a troca do modo de migragéo para o
modo de invasdo celular dos parasitos por meio da clivagem da proteina
circusporozoita (CSP) presente na superficie dos esporozoitos (COPPI et al., 2007,
2011; COWMAN et al., 2016).

Ao encontrarem a célula em que irdo realizar seu desenvolvimento, os

parasitos a invadem de forma ativa, com auxilio das organelas do complexo apical e
da proteina TRAP, formando uma invaginagdo na membrana plasmatica da célula
hospedeira que levara a formagao do vacuolo parasitéforo. Este vacuolo é formado
por parte da membrana plasmatica da célula hospedeira, e, dentro deste, o parasito
se desenvolve em trofozoitos. A partir de entdo, comega a realizar, de forma
24



assexuada, o processo de esquizogonia tecidual (BANO et al., 2007). Cada trofozoito
dara origem a uma massa nuclear formando o esquizonte tecidual que posteriormente
dara origem a milhares de merozoitos, formas infectantes para os eritrocitos. Os
merozoitos sao liberados dos hepatdcitos envoltos em vesiculas chamadas de
merossomas na corrente sanguinea (STURM et al., 2006). Em infec¢des causadas
por P. vivax e P. ovale pode haver a formagao das formas hipnozoitas; estas sao
formas latentes do parasito que ficam nos hepatdcitos durante meses e sao
responsaveis por causar a recaida a doenga. Quando ativados, estes parasitos iniciam
o processo de multiplicagdo celular e ddo continuidade ao ciclo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Uma vez na corrente sanguinea, os merozoitos invadem rapidamente as
hemacias, dificultando a agdo do sistema imunoldgico. Acredita-se que o intervalo
entre a saida dos merossomas e a entrada em hemacias sadias ocorra entre 1 a 2
minutos (COWMAN; CRABB, 2006; WEISS et al., 2015). Os merozoitos contam com
o auxilio das organelas do complexo apical para realizarem o processo de invasao
celular nas hemacias (MILLER et al., 1979) e com proteinas da sua superficie celular
como a MSP-1 (proteina 1 de superficie de merozoitos) (BLACKMAN et al., 1990).
Logo ao invadir as hemacias, os parasitos iniciam o processo de esquizogonia
sanguinea, onde se transformam nas formas jovens e madura dos trofozoitos,
posteriormente estes se diferenciam em esquizontes sanguineos e logo darao origem
a centenas de merozoitos que serao liberados na corrente, prontos para invadirem
novas hemacias. Este ciclo eritrocitico se repete indefinidamente, aumentando a carga

parasitaria.

Ainda durante o processo de desenvolvimento dos parasitos no sangue, ha
a formacdo dos gametécitos. Os gametécitos sdo as formas responsaveis pela
reproducdo sexuada do parasito e sua perpetuacdo no inseto vetor. Estas formas
aparecem no sangue do paciente dias apdés o aparecimento dos trofozoitos
sanguineos na corrente. Uma vez que os gametdcitos permanecem aderidos ao
endotélio ou na medula éssea até que seu amadurecimento celular seja completo,
esse o surgimento destas formas na corrente podem durar até 10 dias (KNUTTGEN,
1987; SUTHERLAND, C. J.; POLLEY, 2017).
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A ilustracdo resumida do ciclo dos plasmddios em humanos segue na
Figura 3.
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Figura 3: Ciclo biolégico das espécies de Plasmodium infectantes para o homem. Adaptado de Jensen
et al., 2018. As formas esporozoitas do parasito sao inoculadas na derme do hospedeiro vertebrado
e dao inicio ao ciclo hepatico, onde ha o desenvolvimento de merozoitos liberados na corrente
sanguinea e estes sdo capazes de invadir hemacias, células nas quais ha a realizagao do chamado
ciclo sanguineo, onde ha o desenvolvimento de trofozoitos jovens, maduros e a formacao de
esquizontes, os quais geram novos merozoitos ou entdo levam a diferenciacdo das formas
gametociticas dos parasitos. Os gametécitos, quando ingeridos pelo mosquito vetor, realizam o ciclo
sexuado do parasito, gerando esporozoitos que dardo continuidade ao ciclo de vida em outro
hospedeiro vertebrado.

1.4 A malaria nao complicada e seus agravamentos

Durante a fase hepatica ndo ha manifestagdes clinicas da malaria, sendo
esta conhecida como a fase silenciosa do ciclo do parasito. Os sintomas relacionados
a doencga surgem assim que a fase eritrocitica do ciclo dos plasmaddios se inicia. Logo,

0s primeiros sintomas ocorrem apos o parasito completar o ciclo hepatico, que tem
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duracédo dependente da espécie de parasito infectante sendo em média de 10 a 14
dias. Apés a invasao das hemacias, os parasitos levam cerca de 24 horas (infecgbes
por P. knowlesi), 48 horas (infeccbes causadas por P. falciparum, P. vivax e P. ovale)
ou 72 horas (infecgdes por P. malariae) para completarem seu desenvolvimento, e a
partir do rompimento das hemacias infectadas, ocorre a liberagdo dos parasitos e seus
metabdlitos na corrente sanguinea (CENTRALS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2021a; GOLGI, 1889, apud ANSTEY et al., 2012).

Dois exemplos de metabdlitos liberados durante o rompimento das
hemacias s&o: glicofosfatidilinositol (GPI) e hemozoina. Moléculas de GPI| estdo
presentes na superficie celular de protozoarios e sdo capazes de estimular respostas
imunes nos hospedeiros. Desse modo, uma vez que as hemacias parasitadas sao
rompidas, estas proteinas sao liberadas e expostas ao Sl, estimulando sua ativagao
via fator nuclear kB (NFkB), promovendo uma resposta inflamatoria por meio de
macrofagos e producao de citocinas (TACHADO et al., 1995). A hemozoina, também
conhecida como pigmento malarico, é resultado da metabolizacdo da hemoglobina
pelos parasitos, que transformam os grupamentos heme em uma substancia nao
toxica para seu desenvolvimento (ARESE; SCHWARZER, 1997). Porém, apesar de
ser inerte e ndo causar danos aos parasitos dentro das hemacias, a hemozoina € uma
substancia pirogénica que, quando liberada na corrente sanguinea, estimula
mondcitos a produzir TNF-a e causar febre, junto com a ativagao de diversas outras

células e a producéo de citocinas (SHIO et al., 2010).

A febre alta, em torno de 41°C, é a caracteristica mais comum entre os
sintomas descritos para a malaria. Geralmente se apresenta de forma ciclica de
acordo com o intervalo de tempo de desenvolvimento dos parasitos dentro das
hemacias infectadas. Esses ciclos febris, conhecidos como “acesso malarico” ou
‘paroxismo”, sdo acompanhados de um grande mal-estar, tremores e calafrios,
cefaleia, nadusea e vomitos (KITCHEN, 1949, apud ANSTEY et al., 2012). E
interessante destacar que, uma vez que o acesso malarico cessa, o paciente sente-
se bem até que o proximo ciclo de reprodugao do parasito esteja completo e haja nova
liberagdo dos metabdlitos do parasito na corrente sanguinea, iniciando novamente o

acesso malarico.
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Caso o paciente venha a buscar auxilio médico, assim que apresentar os
primeiros sintomas, e receba o tratamento adequado, a cura da doenca sera
alcancada. Porém, em alguns casos em que o tratamento nao é eficaz, ou nao é
realizado, ou em casos em que o diagnostico da doenga é tardio, ou ainda devido a
falta de imunidade natural a infec¢do, a doencga pode evoluir para a forma grave. Os
agravamentos da malaria podem ocorrer em infec¢gdes causadas por P. vivax, P.
knowlesi ou P. falciparum sendo muito mais frequente nas infec¢gées causadas por

essa ultima espécie.

Os quadros graves relacionados a malaria causada por P. vivax tem como
caracteristica a presenca de dificuldade respiratéria, faléncia renal, ictericia, faléncia
hepatica, anemia grave, choque e coma. Esses agravamentos geralmente ocorrem
em pacientes que possuem comorbidades prévias, como ma nutricdo, pacientes
portadores do HIV e outras infecgbes. Também sdo grupos de risco para o
desenvolvimento de doenga grave criangas e recém-nascidos; estes podem ir a obito
se nao tratados adequadamente (KOCHAR et al., 2010; LACERDA et al., 2012;
MILNER, 2018; POESPOPRODJO et al., 2010; TJITRA et al., 2008).

Ja em infecgdes por P. knowlesi, as condi¢bes graves sao as mais fatais,
e, apesar de poucos casos serem relatados anualmente, sua taxa de mortalidade é
maior do que a observada em P. falciparum (em torno de 3% nos pacientes infectados
por P. knowlesi) (ANTINORI et al., 2013). O agravamento das infecgdes malaricas
causadas por P. knowlesi envolvem o desenvolvimento de injuria renal, dificuldade
respiratoria que pode se desenvolver em sindrome respiratdria aguda, necessitando
da utilizacao de ventilagdo mecanica pelo paciente, choque e trombocitopenia que

pode levar a ocorréncia de quadros hemorragicos (RAJAHRAM et al., 2012).

As infecgdes por P. falciparum sao as responsaveis pelo maior numero de
casos graves relacionados a malaria, principalmente na Africa subsaariana.
Moradores de areas de alta endemicidade desenvolvem imunidade natural conforme
se expdem a infecgdo ao longo dos anos, logo apresentam a chamada imunidade
clinica. Nesses individuos, os niveis de parasitos circulantes podem estar reduzidos a
niveis sub-microscopicos mas nunca sao negativados pela atuacdo do Sl. Dessa
forma, nessas localidades, o agravamento da malaria ocorre principalmente em
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criangas com menos de 5 anos de idade, visto que estas, até entdo, ndo foram
capazes de desenvolver uma resposta imunolégica efetiva contra a doenga. Cerca de
dois tercos dos casos fatais de malaria estdo relacionados a infecgbes em criangas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020b). A taxa de mortalidade em criangas,
ocasionadas pelo desenvolvimento de malaria cerebral, € de 10 a 20% (MILNER,
2018) e as criangas que sobrevivem a este quadro podem apresentar diversos déficits
cognitivos ao longo da vida, prejudicando seu desenvolvimento (ASHLEY; PYAE
PHYO; WOODROW, 2018; BRIM et al., 2017).

Além das criangas, mulheres que estdo tendo sua primeira gestacéo e
individuos imunocomprometidos também fazem parte do grupo de risco para malaria
grave (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020b). Moradores de regides n&o
endémicas também estdo sujeitos a desenvolverem as formas graves da infeccéo,
visto que nao possuem imunidade natural adquirida com exposicao prévia ao parasito.
Em adultos, as principais manifestagdes clinicas graves da malaria sdo o
desenvolvimento de faléncia renal, sindrome da angustia respiratéria em adultos
(ARDS) e faléncia hepatica, enquanto em criancas a malaria cerebral, anemia grave,
hipoglicemia, bem como o desenvolvimento de injuria pulmonar aguda (ALI) e
convulsdes sao os quadros graves mais frequentemente observados (MILNER, 2018;
TAYLOR et al., 2012).

Um resumo sobre os principais sintomas clinicos apresentados pelos
pacientes durante o agravamento da malaria é representado na figura 4. Pode-se
observar que de acordo com a idade ha uma alteragdo nas caracteristicas clinicas
apresentadas pelos pacientes, como por exemplo, a presenca de quadros convulsivos

e anemia, que sdo muito mais frequentes em criangas do que em adultos.
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Figura 4: Representacao grafica da propor¢cao de pacientes que apresentam os sintomas
classicos da malaria. Adaptado de WHO Severe Malaria, 2014.

A anemia grave durante as infecgdes malaricas ocorre devido a agéo de
diversos fatores inerentes ao hospedeiro e ao parasito, sendo relativamente comum
entre criancas e adultos infectados especialmente com P. vivax. Sabe-se que para
cada hemacia destruida durante a infecgdo por P. falciparum, 35 sdo destruidas
durante ainfecgao por P. vivax. Durante a infecgao, os parasitos rompem as hemacias
infectadas levando a destruicdo das mesmas, entretanto, sabe-se que este
mecanismo nao é significante no desenvolvimento da anemia. O principal mecanismo
da anemia grave é a destruicdo das hemacias, parasitadas ou nao, no bago dos
individuos infectados (ABDALLA, 1988); esta destruicdo ocorre devido a alteracbes
na membrana das hemacias infectadas, como mudangas na forma das células e
também devido a expressao de proteinas do parasito, onde se ligam anticorpos que
fazem a mediagao da fagocitose por células presentes no bago (ABDALLA, 1988). A
adsorgao de antigenos e metabdlitos dos parasitos na membrana da hemacia ndo
infectada também é um fator importante no desenvolvimento da anemia grave,
fazendo com que estas hemacias sadias sejam destruidas pelo baco (ENGWERDA,;
BEATTIE; AMANTE, 2005). Além disso, a produgéo de citocinas e a producéo de

hemozoina pelos parasitos sao fatores que contribuem no desenvolvimento da
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anemia, afetando a produgcdo de células na medula 6ssea, que leva a uma
diseritropoiese durante o quadro clinico da doenga (CASALS-PASCUAL et al., 2006;
KNUTTGEN, 1987; RUDIN et al., 1997). A anemia grave ainda pode levar ao
desenvolvimento de quadros de hipdxia tecidual e acidose metabdlica (WHITE, 2018).
Clinicamente, a anemia € considerada grave quando os niveis de hemoglobina estao
abaixo de 5 mg/dl, os quais podem ser reestabelecidos a partir de transfusdes
sanguineas e logo apos o inicio do tratamento com o uso de medicamentos anti-
plasmodiais (WHITE, 2018).

A injuria respiratoria € ocasionada pela adeséo dos eritrécitos parasitados
ao endotélio capilar dos alvéolos, que leva ao aumento da frequéncia respiratoria para
tentar compensar a reduzida troca gasosa ocasionada pela obstrugdo dos capilares
pelas células parasitadas (TAYLOR et al., 2012). A patologia pulmonar também pode
estar relacionada ao desenvolvimento de resposta imunoldgica local devido a
presenca das hemacias parasitadas. Nesse sentido ja foram observados em autdpsias
a presencga de células com hemozoina fagocitada, indicando a presenga de uma
resposta imunoldgica robusta nos capilares dos alvéolos pulmonares (TAYLOR et al.,
2012). Também foram observadas a presenca de edema pulmonar e hemorragias
durante autopsias em humanos (TAYLOR et al., 2012). Durante a sindrome
respiratoria aguda grave (ARDS), a respiracao do paciente se torna mais rapida e
profunda, demonstrando dificuldade respiratéria, podendo haver indicios de cianose e
chiado nos pulmdes durante o processo de expiracao (WHO, 2014). Durante a malaria
grave, o quadro de injuria pulmonar pode auxiliar no desenvolvimento da acidose

metabdlica, agravando o quadro do paciente.

A acidose metabdlica € um dos agravamentos causados durante o quadro
de malaria grave e é um forte progndstico de morte (DAY et al., 2000). Esta tem como
caracteristica o acumulo principalmente de acido latico, derivado da quebra da glicose
por via anaerobica (DAY et al., 2000). A obstrucdo dos capilares por células
parasitadas leva a falta de oxigenacédo tecidual, logo inicia-se o processo de
respiragdo anaerdbica pelas células (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018;
DAY et al., 2000). O consumo de glicose pelo parasito também é realizado de forma
anaerobica, mas acredita-se que este seja insuficiente para gerar lactato suficiente

para a acidificagdo do metabolismo (ENGLISH et al., 1997; VAN DER JAGT et al.,
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1990). Esse acumulo de acidos no organismo leva a diversos danos teciduais, visto
que inibe fungdes enzimaticas devido a alteragbes em sua estrutura, além de alterar
estruturas de demais proteinas necessarias para o metabolismo. Ainda, a acidose
metabdlica é capaz de alterar fungbes cerebrais e alterar a absor¢ao da insulina,
levando a quadros de hipoglicemia, o qual é observado principalmente em criangas
(DAY et al., 2000).

Durante o processo de faléncia renal, quadro comumente observado em
adultos durante a malaria grave, a homeostase é comprometida devido a
incapacidade de levar a um balancgo acido-base pela producao de ions de bicarbonato,
influenciando no aumento da concentragao de acidos no organismo (ASHLEY; PYAE
PHYO; WOODROW, 2018; DAY et al., 2000; revisto por WASSMER; GRAU, 2016). A
faléncia renal pode se desenvolver devido a ocorréncia de diversos fatores como a
deposi¢cdo de complexos imunoldgicos nos glomérulos (revisto por WASSMER;
GRAU, 2016), devido a hemolise das hemacias parasitadas e nao parasitadas, hipdxia
tecidual causada pela da adesao endotelial de hemacias parasitadas por P. falciparum
e ao desenvolvimento de sepse e ictericia, causada pelo aumento de bilirrubina no
sangue (MATHEW; GEORGE, 2011).

Em relagdo a malaria placentaria, esta ocorre enquanto mulheres gravidas
pela primeira vez sao expostas a infecgao por P. falciparum. Durante a infecgao, os
parasitos expressam na superficie dos eritrécitos parasitados clones especificos da
proteina 1 de membrana do eritrocito de P. falciparum (PfEMP-1) que se ligam a
condroitina sulfatada A (CSA) expressos na placenta, especialmente nos espacgos
intervilosos e no sinciciotrofoblasto (ROGERSON et al., 1995). Em relagcao aos danos
que podem ser causados devido a esse quadro clinico, pode haver prejuizos no
desenvolvimento fetal como crescimento intrauterino alterado, que leva a
possibilidade de nascimento prematuro do bebé, bem como o nascimento com peso
abaixo do esperado ou a morte da crianga, além de poder levar o desenvolvimento de
anemia e a morte da mae devido a ocorréncia de hemorragias (CENTRALS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2021b). Atualmente ja foi observado que
este agravamento ocorre principalmente em mulheres primigravidas devido a sua

suscetibilidade a infecg&do por parasitos que se ligam especificamente a CSA, devido
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a auséncia de anticorpos contra essas linhagens clonais do parasito (FRIED; DUFFY,
1996 e 2017). Interessante ressaltar que, apesar de infectadas, as gravidas nao
apresentam sintomas caracteristicos da malaria; seus niveis de parasitemia
sanguinea sao baixos e quase nao sao observados parasitos em circulagao, visto que
0s parasitos se concentram na placenta, onde se encontram aderidos (revisto por
SCHOFIELD; GRAU, 2005). Desta forma, o diagndstico da malaria placentaria é dificil
de ser realizado (revisto por SCHOFIELD; GRAU, 2005).

Como relatado nos casos citados de agravamento da malaria, a adesao
dos parasitos ao endotélio de capilares sanguineos possui grande importancia no
processo de patogénese destas formas graves. N&o diferente do observado nos
demais quadros, a adesdo endotelial das hemacias infectadas também tem grande

importancia no quadro de malaria cerebral (MC), abordado a seguir.

1.5 Malaria cerebral

A malaria cerebral € um quadro clinico considerado de maior gravidade
devido a suas altas taxas de mortalidade de pacientes todos os anos. Cerca de 20%
das criangas sdo acometidas com esse quadro grave, causando altas taxas de
mortalidade e morbidade nessa populagdgo (MOLYNEUX et al., 1989; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020). Entre as principais caracteristicas, podemos citar
o rapido desenvolvimento do quadro clinico, levando os pacientes ao coma em menos
de 24h apds o aparecimento dos primeiros sintomas. Além de levar os pacientes ao
coma, ha o aumento da pressao intracraniana, convulsées, confusdo mental, ataxia e
paralisia parcial (BOIVIN et al., 2007; IDRO; JENKINS; NEWTON, 2005).

A patogenia da malaria cerebral ocorre inicialmente a partir da adeséo de
eritrocitos parasitados no endotélio de micro vasos da circulagado sanguinea cerebral.
Como mencionado anteriormente, os parasitos expressam proteinas na superficie das
hemacias infectadas, permitindo que estas sejam aderidas a superficie endotelial dos
capilares sanguineos. O processo de adesao endotelial € de extrema importancia para

as formas assexuadas do parasito, visto que é entendido como um mecanismo que
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permite que os mesmos escapem de serem destruidos pelo bago (CHOTIVANICH et
al., 2002; ENGWERDA; BEATTIE; AMANTE, 2005).

A principal proteina envolvida no processo de adesao celular expressa por
P. falciparum na superficie das hemacias parasitadas € a proteina de superficie de
membrana de eritrocito PFEMP-1 (BARUCH et al., 1997). Esta proteina é codificada
por genes var, ou seja, sdo amplamente variaveis geneticamente, apresentando
fenodtipos distintos (GARDNER et al., 2002). Estas proteinas, juntamente com as
proteinas ricas em histidina associadas ao knob (KAHRP), compdéem os chamados
knobs, protuberancias que ocorrem na membrana plasmatica das células parasitadas
devido a expressado destas proteinas derivadas dos parasitos (CUTTS et al., 2017).
Os “knobs” sao as estruturas responsaveis pela adesao destas células a receptores
presentes no endotélio de capilares sanguineos do hospedeiro, como CD36, ICAM-1,
VCAM-1 e CSA (BERENDT et al., 1989; FRIED; DUFFY, 1996; OCKENHOUSE et al.,
1988; ROGERSON et al., 1995), levando a patogenia de diversos 6rgéos de acordo

com a expressao destes ligantes.

A adeséo de células parasitadas ao endotélio vascular cerebral compde o
chamado “processo mecanico” podendo resultar na obstrugcdo dos microvasos em
com consequente evolugdo da doenga para o quadro de MC (BERENDT; TUMER,;
NEWBOLD, 1994). Além da adesdo endotelial de células parasitadas, a formacgéo de
rosetas e de aglomerados celulares (chamados clumpings), também contribuem para
a obstrucdo celular (PAIN et al., 2001). A obstru¢do local dos capilares leva a um
impedimento do fluxo sanguineo local, o que pode levar a hipdxia do tecido, aumento
da pressao intracraniana com edema cerebral, ativacdo de células do endotélio,
rompimento da barreira hematoencefalica (BHE), hemorragias e um desequilibrio no
processo de coagulagdo (WASSMER et al., 2008).

Além da presenga de eritrécitos obstruindo vasos da microcirculagéao
cerebral, ja foram descritas a presenga de leucdcitos nesses capilares, tanto em
animais experimentais quanto em humanos (DE SOUZA et al., 2010). A presenga de
leucdcitos aderidos ao endotélio cerebral € um fator importante visto que, apesar dos
mecanismos patologicos ainda n&o serem totalmente elucidados, o processo
inflamatadrio local exacerbado causa danos a barreira hematoencefalica, rompendo-a
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e agravando o quadro clinico do paciente. Além de plaquetas, as células TCD8" estao
presentes e possuem uma agao altamente importante no processo patogénico visto
que, com sua acao citotoxica, leva a liberagado de granzimas e perforinas que causam
a morte de células do endotélio e também podem causar danos a neurdnios (EEKA;
PHANITHI, 2018; HAQUE et al., 2011). Junto da agdo de células inflamatérias,
obstrucdo da microvasculatura e ativacdo endotelial, ha a acado de citocinas
inflamatérias como TNF-a e IFN-y que também causam danos a barreira
hematoencefalica e o aumento sistémico da producdo de citocinas ainda teria
influéncia no desenvolvimento da MC (MARTINS; CARVALHO; DANIEL-RIBEIRO,
2009).

Apesar de haver a recuperagao de grande parte dos pacientes com MC,
estes ainda podem desenvolver sequelas graves que podem permanecer durante toda
a sua vida. Déficits cognitivos, déficit de atenc&o, cegueira, prejuizos a linguagem e a
capacidade motora s&o algumas das sequelas que podem ocorrer, principalmente em
criangas (BOIVIN et al., 2007; BRIM et al., 2017; DE SOUSA et al., 2018; IDRO;
JENKINS; NEWTON, 2005).

A MC é um quadro complexo, visto que ha grandes variagbes nas
caracteristicas apresentadas pelos pacientes. Dificuldades na compreensao do
mecanismo de patogenia deste quadro clinico ocorrem devido as barreiras éticas
existentes. Acredita-se que fatores como idade e variagdo genética possuam algum
papel no desenvolvimento dos quadros clinicos. Além disso, € questionavel a
obrigatoriedade da presenca de células parasitadas aderidas ao cérebro ou n&o para
o desenvolvimento deste agravamento (DE SOUZA et al., 2010). Estudos em
humanos ainda ocorrem por meio de autdépsias em pacientes (DOROVINI-ZIS et al.,
2011), ou pela utilizagdo de ressonancia magnética (MOLYNEUX et al., 1989;
POTCHEN et al., 2018). Desta forma, para melhor compreender o desenvolvimento
da patogenia e aprimorar tratamentos relacionados a MC, o uso de modelos animais

vem sendo amplamente utilizado ao longo das ultimas décadas.

O tratamento atual para a MC conta com a utilizagdo de artesunato por via
intravenosa, porém, este medicamento atua apenas no combate aos parasitos, o que
aumenta a chance de sobrevida do paciente em até 80%. Sabendo-se que a MC é
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uma sindrome causada por diversos fatores, atualmente buscam-se alternativas ao
tratamento com antimalaricos, para que seja possivel associa-lo a outras drogas que
possam auxiliar na redug¢ao de taxas de mortalidade e morbidade, além de diminuir a
ocorréncia de possiveis sequelas. Desta forma, diversos estudos clinicos e pré-
clinicos vém sendo realizados para o desenvolvimento de terapias adjuvantes,

voltadas para amenizar os danos neuroldgicos e inflamatérios.

Diversas abordagens podem ser utilizadas com foco em amenizar os danos
causados durante a MC, como, por exemplo, medidas que venham a diminuir a
pressao intracraniana (por exemplo, com o uso de manitol em pacientes em coma)
(NAMUTANGULA et al., 2007), que impegcam a adesado do parasito ao endotélio
vascular dos capilares sanguineos (WILSON et al., 2013), ou ainda com alvo no Sl
com o uso de anti-inflamatorios (WARRELL et al., 1982) ou de anticorpos monoclonais
(VAN HENSBROEK et al., 1996).

Estudos recentes voltados para a utilizagdo da curcumina em
camundongos demonstraram a capacidade desse composto em inibir a resposta
inflamatoria em camundongos C57BL/6 impedindo o desenvolvimento de MC apdés
infeccao por P. berghei ANKA (DENDE et al., 2015). Da mesma forma, foi observada
uma diminuigdo da resposta inflamatéria em camundongos apds a utilizagdo de
vitamina D associada a um antimalarico, e menor dano a barreira hematoencefalica
nos animais (DWIVEDI et al., 2016).

Entretanto, muitos desses estudos ainda ndo apresentam eficacia e nao
sdo recomendados pela Organizagdo Mundial da Saude para tratamento dos doentes,
segundo o Guia de Tratamento para a Malaria (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021). Logo a busca por novas substancias capazes de melhorar o progndéstico da

MC sao necessarios.

1.6 Resposta imune celular durante infecgcoes malaricas

Durante as infecgbes plasmodiais, diversos mecanismos de defesa do

sistema imunoldgico sdo ativados, desde o momento da entrada do parasito no
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hospedeiro até este alcangar o ciclo eritrocitico. Uma vez inseridos na derme do
hospedeiro pela picada do inseto vetor, os esporozoitos de plasmddios sao
reconhecidos por células imunes presentes na derme, como por exemplo, neutrdfilos
e macréfagos (AMINO et al., 2006; DEMEURE et al., 2005). Os esporozoitos, apesar
da sua capacidade de alcangar a corrente sanguinea em poucas horas, podem ser
reconhecidos e destruidos por mondcitos, por exemplo, e, uma vez fagocitados, seus
antigenos podem ser apresentados a linfécitos T CD4 e T CD8 ativando essas células
(CHAKRAVARTY et al., 2007; RADTKE et al., 2015). Células dendriticas também
podem realizar apresentacdo de antigenos a linfocitos caso os esporozoitos sejam
drenados para o linfonodo mais proximo ao local da picada e sejam entdo fagocitados

por estas células (Amino et al., 2006; Chakravarty et al., 2007).

Em seguida, os plasmaodios, ao chegarem ao figado, podem invadir células
de Kupffer sem que estas sejam ativadas. Esse mecanismo envolve diversos
receptores e organelas do parasito que fazem com que estes possam escapar da
resposta imunoldgica sem que haja sua destruicdo (AMINO et al., 2006). Ainda em
relagcao ao ciclo hepatico da infecgéo, os plasmodios possuem outro mecanismo para
escapar da sua destruicdo pelo sistema imunoldgico, que é a formacgao de bolsas
protetoras de merozoitos, as chamadas merossomas. Estas impedem que os
merozoitos sejam reconhecidos por células teciduais e destruidos antes de
alcancarem a corrente sanguinea (COWMAN; CRABB, 2006; STURM et al., 2006).
Uma vez na corrente sanguinea, os parasitos sdo capazes de invadir as hemacias
rapidamente, deste modo, anticorpos, proteinas do sistema complemento e células
imunes ndo conseguem destruir estas células e impedir que haja a continuagdo da
infeccdo (STURM et al., 2006). Uma vez dentro da hemacia, os parasitos apresentam
na superficie destas células diversas proteinas do parasito, além de produzirem
metabdlitos no interior das hemacias, como GPI| e hemozoina, por exemplo. (ARESE;
SCHWARZER, 1997; SHIO et al., 2010; TACHADO et al., 1995). Deste modo, quando
novos merozoitos sdo formados, ocorre o rompimento das hemacias, e ocorre a
liberacdo destes metabdlitos produzidos pelo parasito. Estes sdo reconhecidos por
monocitos circulantes, células dendriticas, neutrdéfilos, e quando estas células séo
ativadas, iniciam a producédo de componentes do sistema imunolégico de perfil pro-

inflamatdrio, com a producgao de citocinas IL-6, TNF-a, IL-1B que estimulam a ativacéo
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de células NK, linfécitos, células dendriticas, além de estimularem a producao de
moléculas como o 6xido nitrico, na tentativa de combater a proliferacao do parasito no
sangue (BURRACK; HART; HAMILTON, 2019; PODOBA; STEVENSON, 1991;
SCHOFIELD; GRAU, 2005; SHIO et al., 2010).

Como mencionado, parasitos da espécie P. falciparum podem expressar
na superficie das hemacias proteinas como a PlEMP-1 que sao capazes de fazer com
que as hemacias parasitadas sejam aderidas a receptores de ICAM-1 no cérebro, e
outros como CD36 e CSA em demais 6rgaos, e assim podem causar localmente a
ativagéo das células da microglia no cérebro (PASLOSKE; HOWARD, 1994; STORM,;
CRAIG, 2014). Essa ativagdo de macrofagos teciduais faz com que seja iniciada a
producao de citocinas, quimiocinas e recrutamento das demais células com o objetivo
de eliminar o parasito da circulagao. Por outro lado, todo o recrutamento de células e
moléculas de perfil pré-inflamatério podem levar a uma resposta imunoldgica local
exacerbada e causar danos ao tecido. O recrutamento de mondcitos e células NK
levam a producgao de IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-18 (BURRACK; HART; HAMILTON, 2019;
CHEN; ZHANG; SENDO, 2000; RENIA et al., 2006). As células T CD8 citotdxicas
também sao recrutadas para o local da adesao das hemacias parasitadas no cérebro
e parecem exercer papel essencial no desenvolvimento de quadros graves da malaria,
especialmente da MC; a chegada destas ao local da adeséo tecidual leva a secrecao
de granzimas e perforinas, que causam morte de células e auxiliam no rompimento
da barreira hematoencefalica (HAQUE et al., 2011). Células T CD4, principalmente as
Th1, sdo produtoras de citocinas que alimentam o ciclo de recrutamento celular no
combate ao parasito (GOOD et al., 2005).

O bago também é um 6érgéo de grande importancia na resposta a infecgéao
malarica. Hemacias parasitadas e n&o parasitadas sao destruidas por este 6rgao e o
reconhecimento e destruigcdo destas leva a expansao clonal e migragao de diversas
células como linfécitos, células dendriticas, macrofagos, células NK e neutrofilos
(CHOTIVANICH et al., 2002).

Deste modo, sabendo que a resposta imunoldgica a malaria é potente e
que pode gerar danos além dos danos ja causados pelos parasitos, a modulagéo da

resposta imunologica para diminuir o potencial inflamatério durante quadros graves,
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além da eliminagdo dos parasitos do organismo, pode ser um trunfo para a

sobrevivéncia de pacientes e redug¢ao das sequelas causadas pela doenca.

1.7 O 6mega-3 e sua importancia na saude
1.7.1 Propriedades anti-inflamatérias e neuroprotetivas de moléculas 6mega-3

Os beneficios do consumo de 6mega-3 na alimentagdo humana ja sao
observados ha muitos anos, e atualmente, vem recebendo grande destaque devido
ao seu grande potencial anti-inflamatério no tratamento de diversas doencas.
Entretanto, seu consumo pelas populacdes ocidentais € cada vez mais raro, devido
ao baixo consumo das principais fontes de 6mega-3, como o consumo de peixes e
frutos do mar (revisto por SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018; VANNICE;
RASMUSSEN, 2014). Por outro lado, atualmente, devido a grande ingestdo de
alimentos industrializados, pobres em nutrientes, 6leos vegetais, como o 6leo de soja,
ha um maior consumo de moléculas O6mega-6 presente na alimentagdo das
populagdes de regides ocidentais. Isto influencia no processo de metabolizagdo dos
acidos graxos a nivel celular, fazendo que haja uma desregulagdo dos niveis de

moléculas de dmega-6 em relagao as moléculas de d6mega-3 (SIMOPOULCQOS, 2002).

Os acidos graxos, que pertencentes a familia &mega-3, sdo acidos graxos
poli-insaturados (AGPI), de cadeia longa, que possuem uma ligacao dupla no terceiro
carbono final da cadeia, em oposi¢gao ao grupamento metil (revisto por SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2018). Os acidos graxos dmega-3 possuem diversas fungoes,
dentre elas, atuam como importantes componentes responsaveis por gerar fluidez na
membrana plasmatica de células (HASHIMOTO; HOSSAIN, 2018) e podem participar
de algumas vias metabdlicas como na produ¢cdo de horménios e na resposta
imunoldgica (CALDER, 2010). Moléculas de 6mega-3 s&o consideradas essenciais na
dieta de mamiferos uma vez que estes animais ndo possuem as enzimas A12- e A15-
desnaturases para introduzir uma ligagao dupla na cadeia que levarao a formagao
destes acidos graxos no organismo (BURDGE; CALDER, 2015). Desta forma, o

consumo de alimentos ricos em 6mega-3 € essencial para a nutricdo uma vez que,
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apesar de nao serem sintetizados, os acidos graxos desta familia podem ser

degradados e séo essenciais para o organismo (FAO, 2010).

Em relacdo ao metabolismo das moléculas de dmega-3, os principais
produtos da elongacao do acido a-linolénico, que compde a classe dos 6mega-3, séo
o acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 Q-3) e o acido docosahexaenoico (DHA, 22:6
Q-3) (revisto por CALDER, 2016) (Figura 5), sendo o DHA a principal molécula lipidica

na formacao do sistema nervoso central de mamiferos.

Estudos ja demonstraram o importante papel do DHA pro processo de
formagao do sistema neuroloégico e na formacéo da retina em bebés, ainda na vida
intrauterina e até os 2 anos de idade (CETIN; KOLETZKO, 2008; HELLAND et al.,
2008; MARCHESELLI et al., 2003; SCOTT; BAZAN, 1989; SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2018), bem como seu papel neuroprotetor em doencgas
neurodegenerativas (BAZAN, 2005; BRAZ-DE-MELO et al., 2019; KIM, Hee-Yong,
2014), na reducéo da neuroinflamagao (LALANCETTE-HEBERT et al., 2011) além de
atuar, juntamente ao EPA, nos processos de diminui¢do da resposta pro-inflamatoria
a partir da modulagao de prostaglandinas (REES et al., 2006), da inibi¢do da formacéo
de inflamassomas (YAN et al., 2013) e diminui¢ao da producdo de ROS reduzindo o
estresse oxidativo (SAKAI et al., 2017).
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Figura 5. Esquematizacao da via metabdlica de lipideos da familia dmega-3. O processo de derivacao
de lipideos é realizado com a participagéo de diversas enzimas e da origem a acidos graxos importantes
para os organismos. (Adaptado de SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018)

Uma vez que ha o aumento do consumo de moléculas de 6mega-3, seja
pela suplementacdo com o consumo de capsulas contendo 6leo de peixe ou pelo
consumo de alimentos ricos nestes nutrientes, havera uma diminuicdo da razédo entre
o numero de moléculas de dmega-6 em relagao as de d6mega-3, principalmente devido
a presenca do acido a-linolénico, havendo desta forma maior disponibilidade de
Omega-3 para ser metabolizado. Em relagcéo aos processos bioquimicos relacionados
ao acido a-linolénico (Q-3), a sua metabolizagao leva a uma maior disponibilidade de
EPA e DHA na membrana plasmatica (CALDER, 2015; FAO, 2010). Estas, uma vez
na presenga de estimulos, ou injuria tecidual, possuem atividade anti-inflamatoria

quando oxidados pela enzima COX-2 (ciclooxigenase-2) e geram resolvinas e
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protetinas que vao atuar evitando maiores danos teciduais (HONG, Song et al., 2003;
MARCHESELLI et al., 2003; SERHAN et al., 2002) além de ativar vias como PPAR-y
(KONG et al., 2010; KREY et al., 1997), inibir a ativacdo da via inflamatéria NFkB
(KONG et al., 2010; NOVAK et al., 2003) e expressar receptores ICAM-1 e VCAM-1
(HUGHES et al., 1996; MILES et al., 2001). As protetinas e resolvinas produzidas sao
capazes de diminuir a expressao de TNF-a, IL-1B e IL-6 in vivo e in vitro (KONG et al.,
2010).

Os efeitos da metabolizacéo do acido a-linolénico e, consequentemente do
DHA, citados acima, sao encontradas em estudos sobre o papel do DHA durante
derrames (PATRICK, 2019; ZHANG et al., 2011). Ja foi observado que a
suplementacdo com DHA levou ao aumento da perfusao tecidual com melhora na
circulagao do sangue, e melhora nas regides com isquemia e hemorragias teciduais
(HONG, Sung Ha et al., 2015; YIN et al., 2016). Durante o quadro isquémico, a
metabolizagdo do DHA leva a produgao de neuroprotetina D1 (NPD1) e resolvinas-D1
(RvD1). As NPD1 séo relacionadas com o baixo recrutamento de leucécitos e a
diminuicao da ativacdo de NFkB (MARCHESELLI et al., 2003; SCHWAB et al., 2007),
enquanto as RvD1 também possuem caracteristicas anti-inflamatdrias e dificultam o
dano no tecido cerebral pela IL-1 induzida por TNF-a (SERHAN et al., 2002).

Diversos estudos demonstraram que a baixa presenga de DHA no cérebro
esta associada com desordens como a doenca de Alzheimer e que o uso da
suplementagcdo com DHA levou a melhora nesse quadro clinico (BELKOUCH et al.,
2016; MORRIS et al., 2003; PUSKAS et al., 2003). A presenca de DHA parece facilitar
a entrada de glicose no cérebro tanto por via passiva, quanto por meio de receptores
expressos pela barreira hematoencefalica (BHE) (PATRICK, 2019). Esse processo de
entrada facilitada da glicose auxilia na fosforilacdo das proteinas Tau e impede que
estas formem emaranhados, um dos mecanismos responsaveis pela patogenia da
doenca de Alzheimer (PATRICK, 2019). A presenga de DHA também leva a
homeostase da BHE, impedindo que haja morte celular por apoptose (AKBAR et al.,
2005). Ainda em relacdo a BHE, sabe-se que esta é formada por ligagdes
intercelulares do tipo tight junctions, que, na presenga de DHA, sdo protegidas contra
a producao defeituosa das ocludinas frente a presenca de proteinas APOE4

produzidas pelos astrocitos (NISHITSUJI et al., 2011).
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1.7.2 Papel do 6mega-3 em doengas parasitarias/infecciosas

Visto que as moléculas de 6mega-3 possuem importante papel na resposta
imunoldgica, € importante averiguar a sua importancia frente a doencgas infecciosas e

parasitarias que trazem tantos prejuizos para a sociedade.

Em 2019, Braz de Melo e colaboradores avaliaram o efeito anti-inflamatério
do DHA frente a infecgbes pelo Zika virus em células in vitro, e observou que o
tratamento com DHA impediu que houvesse destrui¢cdo de células do sistema nervoso
(BRAZ-DE-MELO et al., 2019). Além disso, moléculas de dmega-3 atuam sobre a
microbiota intestinal. Ja foram relatados aumento/diminui¢cdo de populagdes distintas
de bactérias de acordo com o tratamento que o paciente utilizou, se foi utilizado a
suplementagao por meio de capsulas ou por meio da ingestdo de alimentos ricos em
Omega-3 (COSTANTINI et al., 2017). A modulagao da microbiota pelo 6mega-3 e os
estimulos ao Sl leva a melhora de quadros graves de doenga celiaca e doenga de
Crohn (COSTANTINI et al., 2017).

Em relagdo as doencgas parasitarias, em infecgées por Trypanosoma sp.,
ha divergéncias sobre o efeito antiparasitario que o 6leo de peixe possui frente a
espécies deste género (GODFREY, 1958). Silva e colaboradores em 2017
observaram que pacientes chagasicos crénicos que receberam suplementagdo com
capsulas de Oleo de peixe apresentaram um aumento nos niveis de IL-10 em relagao
aos pacientes que receberam placebo, além de apresentarem niveis reduzidos de
triglicerideos (SILVA et al., 2017). Ainda em relagao aos niveis de IL-10, estes foram
reduzidos em um estudo conduzidos in vitro em esplendcitos de camundongos
tratados com 6leo de peixe e infectados por T. cruzi (LOVO-MARTINS et al., 2017).
Ainda foi possivel observar redugdo dos niveis de prostaglandina E2 e de NO
plasmatico e tecidual (LOVO-MARTINS et al., 2017).

Estudos conduzidos para avaliar o efeito do éleo de peixe em espécies de
Plasmodium tém sido realizados ha algumas décadas, entretanto, apesar disto,
poucas informagbdes existem acerca das formas graves da doengca. Em 1989,
Levander e colaboradores realizaram tratamento utilizando o6leo de peixe em

camundongos infectados por P. yoelli e P. berghei e observou aumento na
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sobrevivéncia dos animais e redugao dos niveis de parasitemia, tanto nos animais
infectados com P. yoelli quanto nos infectados com P. berghei (LEVANDER, O et al.,
1989; LEVANDER, O. A. et al., 1989). Block e colaboradores em 1992 realizou
tratamento de camundongos C57BI/6J, infectados com P. berghei K173, com
diferentes tipos de dleos, dentre eles, 6leo de peixe concentrado (34% EPA e DHA) e
observou que estes animais apresentaram aumento na sobrevivéncia e resisténcia ao
desenvolvimento da MC em relagdo aos grupos tratados com os demais O6leos
vegetais. Neste estudo, diferente do observado em outros, ndo foi observado a
reducao da carga parasitaria apos o tratamento com 6leo de peixe (BLOK et al., 1992).
A acdo antiparasitaria do 6leo de peixe e das moléculas de dmega-3 é um dos
parametros mais estudados e, mesmo assim, controversos, durante a infeccao
malarica. Em animais experimentais, além dos ja citados anteriormente, outros
pesquisadores também fizeram relatos de redugédo na carga parasitaria (FEVANG,;
SAAV; HOSTMARK, 1995; FUJIKAWA et al., 1993). Ensaios in vitro demonstraram
que ha uma reducgao do crescimento dos parasitos quando adicionados EPA e DHA
no cultivo celular, afetando principalmente os esquizontes (KRUGLIAK et al., 1995;
KUMARATILAKE et al., 1992; OMMI et al., 2022).

Em relagdo aos efeitos anti-inflamatérios que o édmega-3 possui, estes
ainda nao foram estudados nos quadros de malaria grave. Sabendo que esta é uma
doenca sistémica e que envolve mecanismos inerentes ao parasito e ao hospedeiro,
além das diversas atividades exercidas pelo DHA no cérebro e suas potencialidades
para prevencao de danos, torna-se interessante avaliar como esta importante
molécula auxilia no processo de prevencgao do desenvolvimento da MC, visto que esta
consiste na ocorréncia de alguns mecanismos semelhantes ao observado durante
outras patogenias (contando com ativagdo de processos pro-inflamatérios e
processos mecanicos de obstru¢do, além de hemorragias teciduais ocasionadas pelo

rompimento BHE).
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2. JUSTIFICATIVA

Ainda que os numeros relacionados a morte por malaria no mundo tenham
diminuido no decorrer das ultimas décadas, medidas que visam prevenir a doencga,
que buscam auxiliar o tratamento, e/ou prevenir o desenvolvimento dos quadros
graves sao de grande importancia, principalmente quando relacionados ao
desenvolvimento de MC, quadro que leva a 6bito milhares de criangas e mulheres

gravidas todos os anos.

Apesar de possuir uma alta taxa de mortalidade, pacientes que se
recuperam do quadro de MC ainda podem desenvolver sequelas graves, que podem
persistir pela vida inteira do paciente. Os atuais tratamentos antimalaricos utilizados
em pacientes com MC tém potencial de reverter o quadro clinico. Entretanto, estes
nao atuam diretamente com o objetivo de reduzir a resposta inflamatdria, o que
poderia evitar maiores danos cerebrais e, consequentemente, a ocorréncia de
sequelas. Deste modo, medidas que possam auxiliar no tratamento dos pacientes com
MC, diminuindo a quantidade de o6bitos e de pacientes com sequelas, ou ainda
medidas que possam contribuir para impedir que o quadro de MC seja desenvolvido
pelos pacientes sdo necessarias. Atualmente, ainda nenhum tratamento adjuvante
para a malaria cerebral é recomendado pela Organizacdao Mundial da Saude, mas
diversos estudos ja se mostraram eficazes na redugao da inflamacgao tecidual e,

consequentemente, na mortalidade e gravidade da MC em animais experimentais.

Para o desenvolvimento de estudos relacionados a MC, o uso de animais
como modelo experimental tem grande importéncia, visto que o estudo em humanos
€ restrito apenas a analises post-mortem ou por meio de técnicas caras e pouco
especificas, muitas vezes ndo disponiveis em locais de alta endemicidade para a
doenca. Atualmente, o modelo experimental mais comumente utilizado para estudo
da MC séo infec¢des por Plasmodium berghei ANKA em camundongos das linhagens
CBA ou C57BL/6. Estes, apesar de apresentarem algumas diferengas para o quadro
clinico observado em humanos, apresentam muitas semelhancas em relacdo ao
desenvolvimento da MC como a inflamagao tecidual local, adesao de eritrécitos

infectados ao endotélio, ativacao de células do endotélio, déficits cognitivos e motores,
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rapido desenvolvimento do quadro clinico com baixas taxas de parasitemia

sanguinea, entre outros fatores.

Este estudo se mostra importante e necessario, uma vez que a busca por
tratamentos adjuvantes que visam auxiliar no combate as altas taxas de mortalidade
e a evitar o desenvolvimento de quadros graves € de suma importancia para que cada
vez mais as taxas de mortalidade relacionadas aos agravamentos causados durante

a malaria diminuam.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do 6leo de peixe rico em DHA no desenvolvimento de
malaria cerebral em camundongos C57BL/6 infectados por Plasmodium berghei
ANKA.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o desenvolvimento clinico da MC nos animais apos tratamento
com Oleo de peixe rico em DHA,;

2. Delinear a curva de parasitemia e sobrevivéncia dos animais tratados

3. Investigar a ocorréncia de danos hepaticos, renais e danos causados a
barreira hematoencefalica dos animais;

4. Verificar a ocorréncia de alteragbes histopatolégicas no cérebro dos
animais;

5. Investigar os niveis de citocinas pré- e anti-inflamatorias no cérebro e
soro dos animais tratados;

6. Investigar os niveis séricos e teciduais de 6xido nitrico dos animais
tratados;

7. Investigar o perfil de populagdes celulares presentes no baco dos
animais tratados;

8. Investigar a ocorréncia de morte neuronal em animais tratados ou nao

com 6mega 3.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Durante a realizacdo deste estudo foram utilizados camundongos da
linhagem C57BL/6, com idade de 6 a 8 semanas, obtidos do Centro de Biologia da
Reprodugao pertencente a Universidade Federal de Juiz de Fora. Este estudo
somente foi realizado apds a aprovacéo do projeto pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais da mesma universidade (certificado numero 019/2020) (Anexo I). Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em grupos contendo 5 animais por gaiola,
com agua filtrada e racdo (Nuvital Nutrients) ad libitum. As gaiolas foram
acondicionadas em estantes ventiladas com regulagdo da temperatura e incidéncia

de luz (12h claro / 12h escuro).

4.2 Desenho experimental
4.2.1 Grupos experimentais

Este estudo contou com a utilizagdo de 5 grupos experimentais, como

descrito a seguir:

1. Controle: animais tratados com agua e sem infecgao.

2. PbA: animais tratados com agua, e infectados com P. berghei ANKA.

3. 1,5 g/lkg: animais que receberam tratamento com 1,5 g/kg de 6mega-3 e
infectados com PbA.

4. 3,0 g/kg: animais que receberam tratamento com 3,0 g/kg de dmega-3 e
infectados com PbA.

5. 6,0 g/kg: animais que receberam tratamento com 6,0 g/kg de 6mega-3 e

infectados com PDbA.
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Controle

Sem tratamento
Sem infecgao

Grupos
experimentais

Infeccao PbA

Sem tratamento
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infecgao

1,5 g/kg + PbA

Tratados com
infecgcao PbA
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Figura 6: Fluxograma grupos experimentais. Os animais foram divididos em 5 grupos - Controle:
animais sem infecgdo com PbA e sem tratamento; PbA: animais somente infectados com PbA e sem
tratamento (n=6); Tratados: 1,5 g/kg PbA: animais que receberam 1,5 g/kg de DHA no 6leo de peixe
durante 15 dias e foram infectados por PbA (n=10); 3,0 g/kg PbA: animais que receberam 3,0 g/kg de
DHA no ¢leo de peixe durante 15 dias e foram infectados por PbA (n=17); 6,0 g/kg PbA: animais que
receberam 6,0 g/kg de DHA no 6leo de peixe durante 15 dias e foram infectados por PbA (n=11).
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4.2.2 Tratamento com 6leo de peixe DHA

O tratamento dos animais foi realizado com capsulas de 6leo de peixe rico
em DHA (DHA 1000 mg — High Concentration of DHA OMEGA-3, Essential Nutrition).
A composicao nutricional das capsulas de 6leo de peixe esta descrita na tabela abaixo
(Tabela 1). Foram testadas 3 concentragdes de DHA presente nas capsulas de 6leo
de peixe: 1,5 g/kg, 3,0 g/kg e 6,0 g/kg. Para a realizagao do tratamento, o 6leo de
peixe contido nas capsulas gelatinosas foi aspirado com uma seringa e armazenado
em um tubo cbnico para entio ter sua concentracéo ajustada de acordo com o grupo
experimental a ser tratado. Cada animal recebeu o volume total de 200 uL/dia, por
meio de gavagem, do oleo de peixe durante 15 dias e o tratamento continuou até o
vigésimo dia apds a infeccdo experimental com PbA (completando 35 dias de

tratamento) (Figura 7).

Inicio do e s
tratamento
Infecgao PbA o tratamento
I Malaria cerebral I

tratamento

d-15 do ds d10 d20

Et asia a partir da avaliacao clinica

/& @ - Sobrevivéncia
- Parasitemia
- Analise funcao r pati
- Analise histolégica

Massa corporal/baco

Inicio do tamen
tratamento
I Infeccao PbA Malaria cerebral |
L o d7 d20

d

Azul de evans
Edema tecidual
Citocinas

Azul de evans
Edema tecidual
Citocinas

e : NO
Analise células do baco

Figura 7: Delineamentos experimentais: em ambos os desenhos experimentais os animais foram
tratados durante 15 dias com 6mega-3, por via oral, e entdo infectados por 10° hemacias parasitadas
por Plasmodium berghei ANKA (PbA). (A) Apos 4 dias da infecgdo, os animais foram acompanhados
diariamente para quantificagcdo da parasitemia sanguinea, realizagdo da avaliagao clinica dos animais
e acompanhamento da sobrevida dos mesmos. O tratamento com dmega-3 foi continuo, mesmo apds
a infecgéo por PbA, até o 20 dpi. (B) Os animais foram eutanasiados para coleta de dados em dois
momentos diferentes: no 7 dpi e 20 dpi.
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Tabela 1: Informacao Nutricional das capsulas de 6leo de peixe, adaptada de acordo

com o fabricante (Essential Nutrition)

Porgdes por embalagem: 30

Porgao: 4 g (3 capsulas) %V.D.*
Valor energético 27 kcal 1%
Gorduras totais 309 6%
Gorduras saturadas Og 0%
Gorduras trans O0g >
Gorduras monoinsaturadas 0,3¢g >
Gorduras poli-insaturadas dos quais: 1,89 >

e Acido eicosapentaenoico (EPA) 0,3g >

e Acido docosahexaenoico (DHA) 1,59 >
Colesterol Og >
Vitamina E 9,0 mg 90%

Nao contém quantidades significativas de carboidratos, proteinas, fibra alimentar e

sodio

*% Valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2000 kcal. Seus valores
diarios podem ser maiores ou menores, dependendo das suas necessidades

energéticas. **Valores diarios nao estabelecidos

Composicgao: 6leo de peixe (bmega-3), capsula (gelatina, agua purificada e umectante
glicerina), e acetato de tocoferol. Ndo contém gluten. Alérgicos: contém derivados de

peixe.

As concentracgodes utilizadas no tratamento foram relativas a quantidade de
DHA presente no 6leo de peixe. Assim, utilizamos 1,5 g/kg, 3,0 g/kg e 6,0 g/kg de DHA
contido nas capsulas de 6leo de peixe. Cada capsula contém 1 mL de dleo de peixe

e a concentracao de DHA ¢é de 0,5 g/mL em cada capsula.

4.2.3 Infecgao experimental com Plasmodium berghei ANKA

A espécie de plasmaddio utilizada neste estudo foi Plasmodium berghei,
cepa ANKA (PbA). Este € um dos unicos modelos capazes de levar ao
desenvolvimento do quadro grave de MC em camundongos C57BL/6 (SOUZA et al.,
2010). Os parasitos utilizados estiveram criopreservados em nitrogénio liquido.

Portanto, para sua utilizagdo, os criotubos contendo hemacias infectadas por PbA
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foram descongelados a temperatura ambiente e 200 pL do sangue congelado foram
inoculados em cada camundongo, chamados de camundongos repique. Entre 4 e 6
dias decorridos da infecgdo, foram realizados esfregacos sanguineos dos
camundongos repiques para contagem da sua parasitemia. Assim, quando estes
animais apresentaram parasitemia sanguinea em torno de 4 a 8%, estes foram
anestesiados com uma solugdo anestésica (NaCl 0,9%, 2% Xilazina e 10%
Quetamina) via intraperitoneal, e o sangue foi coletado por pungao cardiaca, utilizando
seringa contendo heparina. Apds a coleta do sangue, foi realizado o deslocamento de

cervical dos animais.

O sangue coletado foi adicionado em tampao fosfato salino (PBS — 1,3 M
NaCl, 0,081 M Na2HPO4, 0,014 M KH2PO4, 0,027 M KCI) e centrifugado a 300 g por
10 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
contendo as hemacias foi ressuspenso em 10 mL de PBS 1x e centrifugado
novamente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento medido e ressuspenso 1
mL de PBS 1x. A seguir, as hemacias foram quantificadas em camara de Neubauer
e, a partir da parasitemia apresentada pelo camundongo repique, a concentragao de
hemacias parasitadas foi ajustada para 10° hemacias parasitadas para cada animal a
ser desafiado pertencente aos grupos experimentais. A infeccdo dos animais foi

realizada com 200 pL, via intraperitoneal.

4.3 Avaliagao clinica diaria, acompanhamento da parasitemia sanguinea e

determinacgao da curva de sobrevivéncia.

Quatro dias ap0s a realizagdo da infecgao experimental com PbA, quando
0s parasitos sanguineos comecaram a ser detectados no sangue circulante, os
animais comegaram a ser avaliados clinicamente. Esta avaliagdo clinica permitiu
observar se 0s animais apresentavam algum déficit neurolégico ou comportamental

que indicasse o0 agravamento do quadro clinico.

Padronizado por Carroll e colaboradores (CARROLL et al., 2010), a escala
rapida de coma e comportamento murino (RMCBS — rapid murine coma and behaviour

scale) é baseada na observacao dos parametros comportamentais e neuroldgicos de
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forma periddica, permitindo determinar o momento do coma dos animais e,
consequentemente, 0 momento para realizacdo da eutanasia. Durante a aplicacdo do
RMCBS, dez paradmetros sdo avaliados e pontuados de 0 a 2, onde O indica a
disfuncionalidade do parametro e 2 a sua normalidade. De acordo com a pontuagao
apresentada, os animais foram avaliados em determinados intervalos de tempo: 20
pontos: 24h; 19 a 16 pontos: 12h; 15 a 11 pontos: 4 horas; 10 a 6 pontos: 2 horas.
Uma vez que os animais apresentam pontuacdo menor ou igual a 5 é realizada a
eutanasia. Os parametros avaliados sao referentes a coordenagao (marcha e
equilibrio), comportamento exploratério (capacidade de percorrer a gaiola), forga e
tonus (posigédo do corpo e forga dos membros), reflexos e autopreservagao (fuga ao
toque, reflexo do pavilhdo auricular, reflexo plantar, agressao) e comportamento de
higiene (grooming). A tabela utilizada para avaliacdo segue em anexo a este

documento (Anexo ).

Seguindo-se a avaliagao clinica diaria dos animais, foi realizada a coleta do
sangue para determinagédo da parasitemia sanguinea. Para tal, uma gota de sangue
da veia caudal dos animais foi coletada e estendida em uma lamina de vidro para
confecgao dos esfregagos sanguineos. As laminas foram fixadas com metanol por 3
minutos e coradas com Giemsa a 10% por 20 minutos. As células foram contadas
posteriormente em microscopio 6tico (Olympus CX41) em lente de aumento de 100x.
Para determinagcdo da parasitemia, foram contadas a quantidade de hemacias

parasitadas em um universo de mil hemacias.

4.4 Eutanasia

Uma vez que os animais apresentaram pontuagao igual ou menor que 5 na
avaliacao clinica, foi iniciado o processo de eutanasia. Para tal, os camundongos
foram anestesiados com solugdo anestésica (NaCl 0,9%, 2% Xilazina e 10%
Quetamina) e entao foi realizada pungao cardiaca para coleta do sangue. O sangue
foi armazenado em tubos conicos para posterior obtencao do soro. Apds a coleta do
sangue, foi realizada a perfusao cardiaca, utilizando 40 mL de PBS 1X. A perfuséo é

um processo importante especialmente para a avaliagao histopatolégica do érgao de
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interesse, pois, permite que células (sanguineas ou nado) nao aderidas ao endotélio
sejam retiradas do vaso. Em seguida, foi realizada a coleta do bago e cérebro dos
animais. Antes de ser removido, foi fotografada a calota craniana dos animais onde
pode-se observar a ocorréncia de macro hemorragias ocasionadas durante o quadro
de MC. O cérebro foi entdo coletado e clivado; parte deste 6rgao foi acondicionado
em formalina (formol a 10% em PBS) para a fixagao tecidual para posterior analise
histopatolégica e outra parte armazenada em soro fetal bovino (Gibco) para

armazenamento a -80 °C para obtencéao de citocinas in situ.

4.5 Dosagens bioquimicas e de 6xido nitrico

Analises bioquimicas foram utilizadas para dosagem de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina e ureia. Os testes
foram realizados de acordo com o recomendado pelo fabricante (Labtest diagnostics).
A dosagem de oxido nitrico foi realizada no soro e no homogenato de cérebro obtidos
dos animais dos grupos experimentais. 50 yL de soro ou de homogenato foram
plagqueados em placas de 96 pogos e a mesma quantidade foi adicionada de reagente
de Greiss (Sigma) diluido de acordo com o fabricante. Apds 15 minutos a absorbancia
foi lida a 540 nm. A concentragcao de NO presente nas amostras foi calculada com

base em uma curva padrao contendo nitrito.

4.6 Avaliacao da integridade da barreira hematoencefalica

A técnica de Azul de Evans tem como objetivo demonstrar a presenca de
danos na barreira hematoencefalica, causada pelo aumento da permeabilidade
vascular durante o quadro de MC (THUMWOOD et al., 1988). Assim, uma vez que 0s
animais apresentam pontuagdo menor e igual a cinco na avaliagao clinica, estes foram
anestesiados com solug&o anestésica, e a seguir foi injetada, via veia caudal, 200 pL
de solugao de azul de Evans a 2% (Sigma-Aldrich). Apds 1h, os animais foram, entéo,
eutanasiados com uso de solugéo anestésica e realizada perfusdo sanguinea com 10

mL de solugao salina. A calota craniana foi fotografada, bem como o cérebro. Apés
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retirada da calota craniana o cérebro foi pesado e adicionado a 2 mL de formamida
por 48h, a 37°C, (Sigma-Aldrich) para determinagdo da concentragcdo de corante
extravasado para o tecido. Essa dosagem foi realizada em espectrofotdmetro
obtendo-se valores de absorbancia com passagem em filtro de 620 nm. Entado, a

absorbancia obtida foi normalizada de acordo com o peso do cérebro de cada animal.

4.7 Avaliagao de edema tecidual

Para avaliar a ocorréncia ou ndo de edema tecidual no cérebro dos animais
apos infeccéo por P. berghei ANKA, foi realizada a eutanasia dos animais e a coleta
do cérebro. Apods coletado, o tecido foi pesado e armazenados em microtubos cdnicos
e mantidos a 60°C durante 48h (PROMENEUR et al., 2013). Logo, para calculo da
quantidade de agua presente no tecido, foi realizada a subtragao do valor inicial para

o valor final do tecido apés dessecacgao.

4.8 Processamento tecidual para inclusao em parafina e microscopia eletronica

de varredura

Apos coleta do cérebro dos animais, os mesmos foram imediatamente
processados, sendo primeiramente fixados em solugédo tampao contendo 4% de
paraformaldeido (Synth). Apds a fixagao, procedeu-se o processo de desidratacao,
para tal, a solucao de fixacéo foi descartada e adicionou-se etanol 70%. Novamente,
apos permanecer 24h em etanol a 70%, o tecido foi imerso por 30 minutos em
concentracdes crescentes de etanol (80%, 95%, 100%, 100%). Apos a desidratagao,
realizou-se a diafanizagdo do tecido, por meio de imersdo em Xilol P.A. (Synth)
durante 20 minutos, por 3 vezes. Logo foi realizada a imersao do tecido em parafina
durante 30 minutos para posterior inclusdo e formagcao dos blocos. Cortes de 5 um
foram realizados no micrétomo (Leica) e os cortes adicionados a laminas de vidro
onde foram devidamente identificadas. Seguiu-se a coloragdo tecidual com
hematoxilina-eosina e azul de toluidina. Para coloracéo tecidual, as laminas foram

submetidas ao processo de desparafinagao por submersao em xilol PA e depois em
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concentragdes decrescentes de alcool etilico para reidratagdo do tecido. Entdo as
laminas foram imersas em hematoxilina e em seguida em eosina ou em azul de
toluidina. Ao final das baterias de imersao, adicionaram-se laminulas de vidro para

montagem final da lamina.

Para confeccao das laminas analisadas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV), o tecido foi cortado em secgdes de 5 ym e desparafinizado,
desidratado e foi deixado para secagem a temperatura ambiente. Depois foram
adicionados a stubs de aluminio e entdo os cortes receberam uma fina camada de

ouro para analise.

4.9 Dosagem de citocinas extraidas do tecido cerebral e soro
4.9.1 Obtencao de homogenato tecidual para dosagem de citocinas

Durante a eutanasia, parte dos cérebros dos animais foi armazenado em
soro fetal bovino a -80°C para que fosse possivel a extracdo e dosagem de citocinas
presentes no tecido. Deste modo, para realizagdo do processo de extracdo de
citocinas teciduais foi necessario pesar o tecido e macera-lo com solugdo para
extragdo de citocinas (0,4 M NacCl, 0,05% Tween-20, 0,5% albumina de soro bovino,
0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila, 0,1 mM de cloreto de benzetdnio, 10 mM de
EDTA, 0,02% de aprotinina — para cada 100 mg de tecido foi acrescido 1000 pL de
solugédo de extragdo de citocinas) para obtengdo do homogenato tecidual. Apds o
processo de macerar o tecido, a suspensédo obtida foi centrifugada a 2000 g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e aliquotado em microtubos e
armazenados a -80 °C até o momento da realizacdo do ensaio imuno-enzimatico para

deteccgao das citocinas ali presentes.

4.9.2 Dosagem de citocinas presentes no soro por citometria de fluxo

A realizagdo da dosagem de citocinas no soro dos animais foi feita a partir
da metodologia de Cytometric Bead Array (CBA — Ensaio de citometria por

microesferas) (BD Biosciences).
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O ensaio por CBA utilizado é capaz de dosar 7 citocinas, por meio de
microesferas de captura, em amostras bioldgicas; as citocinas dosadas foram IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF e IL-17A. Para a realizacdo do ensaio, realizado de acordo
com as instrugbes do fabricante, foi feita uma solugdo contendo os 7 tipos de

microesferas marcadas referentes a cada citocina a ser analisada.

A curva padrao utilizada no teste foi diluida em 2 mL de solugao diluente e
foi realizada uma diluicdo seriada em que a maior concentragao foi 5000 pg/mL e a
menor 0 pg/mL. Foram adicionados a microtubos 25 uL do mix de microesferas, 25 pL
das amostras, ou da curva padrao, e 25 pL dos anticorpos de detecc¢ao e incubados
por 2h, a temperatura ambiente, no escuro. Apds a incubagao, foram adicionados 500
ML solugédo de lavagem em cada tubo e estes foram centrifugados a 200 g, por 10
minutos. ApoOs a centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e as microesferas
ressuspensas em 200 pL de solugdo de lavagem para realizar a aquisigdo no

citbmetro de fluxo.

As configuragdes para aquisigao foram feitas de acordo com as instrugdes
do fabricante, e a aquisi¢ao foi feita, inicialmente, a partir do ponto onde ndo houve
adicdo de curva padrao. A partir desse ponto, foi feita a leitura da curva padrao de
modo que as concentracdes fossem da menos concentrada para a mais concentrada.
Na figura 8 segue a configuragao utilizada para a leitura das amostras. Cada pico de
fluorescéncia no histograma é representativo de uma citocina a ser analisada. As
concentracdes de citocinas foram determinadas com base na média de fluorescéncia
apresentada em cada pico para cada citocina analisada. A leitura das amostras foi
realizada no citbmetro Canto Il (BD) e as analises foram realizadas utilizando o

software FlowdJo.

S7



5
10 beads ]
3 67,2 i 200 =
x L6
10
3 J _IFh "
150-_ L17a
("'_).f- 10" 7 g
3 =
8 § ]
& 100 =
1071
. -
0= 0 ]
o
10 ]
1 1 1 1 1 LT L) T
2 o 1
10 10 10 10 10 10 10 10

Figura 8: Configuragdes utilizadas durante a leitura das microesferas no ensaio de CBA para deteccao
de citocinas em homogenato de cérebro. Em A podemos observar a localizagdo das microesferas de
acordo com o seu tamanho e granulosidade enquanto o grafico B demonstra os picos que representam
a presenga de cada citocina na amostra, de acordo com sua fluorescéncia.

4.10 Marcagao para fenotipagem celular no bago e cérebro dos animais dos

grupos experimentais

A determinagao das populacdes de células T CD4*, T CD8*, macrofagos e
neutroéfilos presentes no bago dos animais tratados ou ndo com dmega-3 foi realizada
por meio de marcagao por anticorpos monoclonais anti-TCR (PE, BD Pharmingen),
anti-CD4 (APC-H7, BD Pharmingen), anti-CD8 (AF700, BD Pharmingen), anti-CD11b
(PerCP-Cy5.5, BD Pharmingen), anti-Ly6G (SB600, eBioscience), anti-Ly6C (APC-
Cy7, BD Pharmingen). Para tal, foi realizada a maceracgéo tecidual em redes com
poros de 70 um (Cell strainer — Gibco) e 10 mL de PBS com soro fetal bovino, a 5%.
Apds macerados, o tecido foi centrifugado a 500 g por 10 minutos, a 4°C, o
sobrenadante descartado e o sedimento contendo as células foi ressuspenso com 5
mL de solugdao ACK (0,15 M de cloreto de aménio, 0,01 M de bicarbonato de potassio,
0,012 mM de EDTA, gsp. 1L) para a lise dos eritrocitos. Apds 4 minutos, a suspensao
foi acrescida de 10 mL de meio RPMI com 5% de soro fetal bovino. O sobrenadante
foi entdo descartado e o sedimento ressuspenso para 1 mL para a contagem das

células. As células foram entéo plaqueadas na concentragédo de 5x108 células/mL, em
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placas de fundo V, e centrifugadas a 500 g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspensas com 50 yL de um marcador de viabilidade
celular (Live/Dead Cell Marker, BV421, Invitrogen) e incubado por 30 minutos, no
escuro a 4°C. Em sequéncia, foi adicionado a placa 100 uyL/pogo de tampao FACS
(PBS com 5% de soro fetal bovino), e as células foram centrifugadas novamente. O
sobrenadante foi descartado e prosseguiu-se com a marcagao com a mistura de
anticorpos acima. Foram adicionados 50 pL dessa mistura de anticorpos em cada
poco e entdo foi feita a incubacdo da placa por 30 minutos, no escuro, a 4°C.
Posteriormente foram realizadas duas lavagens da placa com 150 pyL de tampé&o

FACS/poco, a placa foi centrifugada a 500 g por 10 minutos a 4°C.

As amostras foram ressuspensas com tampao de citometria e a aquisi¢cao
das amostras foi realizada no citémetro Cytoflex (Beckman Coulter Life Science). As
analises foram realizadas por meio do software FlowJo versdo 10.0. A estratégia
utilizada para as analises no software esta descrita nas imagens a seguir (Figura 9 e
10).

4.12 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism (versao 6.0).
Testes de normalidade foram aplicados para avaliar a distribuicdo das variaveis, e
uma vez que a distribuicdo foi Normal, o teste paramétrico One-Way Anova foi
aplicado, com pés-teste de Tukey para comparagdes multiplas. Se a distribuicdo nao
foi Normal, foi aplicado o teste t de Student para comparar as médias entre dois

grupos. p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Figura 9: Estratégia de analise para observagao das células T CD4* e CD8*. A estratégia utilizada para
a analise da populagéo celular presente no bago dos animais. Primeiramente foram selecionados os
esplendcitos, em seguida, as células vivas de acordo com a marcagédo Live/Dead. Dentro desta
populagao, as células expressando TCR* foram selecionadas para ser observada a populagao de
células CD4* e CD8*.
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inflamatorios nas amostras (CD11b* Ly6C* Ly6G* e CD11b* Ly6Ch Ly6G- respectivamente).
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5. RESULTADOS

5.1 Tratamento com 6leo de peixe rico em DHA prolongou a sobrevivéncia de

camundongos apos infecg¢ao por P. berghei ANKA

Camundongos C57BL/6 foram tratados diariamente com 6leo de peixe rico
em DHA e, apos 15 dias, foram infectados por PbA. Pode-se observar que animais
nao tratados, mas infectados por PbA, desenvolveram sintomas neurolégicos como
inatividade, ataxia, tremor e perda de fungdo motora. Todos os animais nao tratados
com Oleo de peixe rico em DHA morreram entre o 6° e o 8° dia apds a infeccao
enquanto os animais tratados apresentaram taxas de sobrevivéncia de 22%, 60% e
81% em relagdo as doses de 1,5, 3,0 e 6,0 g/kg de DHA, respectivamente. Os animais
que sobreviveram ao periodo critico para malaria cerebral ndo apresentaram sintomas
neuroldgicos, sugerindo que o efeito protetivo do DHA seria dose-dependente (Figura
11 A-C).

62



A
10
g l i 2
7 o = -
-
5 a4
(']
Jj
26 - L & o
=
C T T T —8— T T T 1
[ ) i [ ] 18 12 T4 i Fil
Diays posd Infecllon
—— FhA == 1,5 3kg == 3,0gkp - 5,090
D
+
304
28]
g ®
]
E 5]
2
]
7 10
-
-
a- T T T T T T T T T T
4 & [ 7 ] ] i 13 14 & 20
Days post infectan
== FiA -d— 1.5 g%3 == 0Q%g =@= E0Q0'kg

Clinlcalsoor

20 5

—_— 1,5 g%y
3.0 akg

—_— Ghakg

Eplenic Index {swibw)

E E i@ 12 14 18 18 el
Diays posd Infectian
* -
QUDSE —
Qasn o
aauk & . o
1]
o.00 o
Q035 o ;
[=EekchiE
Qazs o
[T
Q018
ALk
.00 Ak g
e 4t iy u o
(=Kl B
coan T T T T
(Y 1.6 gug Jcana .0 gwg

Cnkcalscor

Bady welghl {g)

=R
15 o
lalalaln)
&
12~ [
| _ss —%‘— [
Y ik L= ]
.
o . - apn 3
FoA 1.5 akg ER-1 ] 29k
14 4
22 4
- ugt .,
-

] —}

L] ]
A & ]
ik
.
'z T T T T T T T T
PoA 1,5 gikg 3,0 0% 5,0 arkg

® & B # Sefore Infectlan

#® 4 B & Amerinfecilam

63



Figura 11: Avaliagdo das condigdes clinicas de camundongos infectados por PbA tratados ou ndo com
6leo de peixe rico em DHA.

(A) curva de sobrevivéncia de animais tratados e ndo tratados. (B) avaliagao clinica do RMCBS durante
a infeccdo e (C) no momento da eutanasia. Os simbolos vermelhos em C indicam que o animal
desenvolveu malaria cerebral e foi eutanasiado quando a pontuagao da avaliagao clinica era igual ou
menor que 5. (D) Frequéncia da parasitemia em camundongos infectados. As cruzes nos dias 7 e 20
indicam os dois momentos em que os demais parametros foram avaliados. (E) indice esplénico
apresentado pelos camundongos no momento da eutanasia (peso do bago/peso corporal). Os simbolos
em vermelho no grafico E representam animais que foram eutanasiados quando a pontuagdo da
avaliacao clinica era menor ou igual a 5. (F) Peso corporal antes e depois da infecgdo. Os resultados
apresentados sdo representativos de dois ou mais experimentos independentes (n = 9/10
camundongos/grupo). Sdo mostradas as médias + SEM. Diferentes letras em A representam diferencga
estatistica significativa entre os grupos tratados e ndo tratados (p < 0,05). * representa diferenca
estatistica significativa entre os grupos tratados e nado tratados (p < 0,05). PbA: Plasmodium berghei
ANKA. 1,5 g/kg: animais tratados com 1,5 g/kg de DHA contido no éleo de peixe. 3,0 g/kg: animais
tratados com 3,0 g/kg de DHA contido no déleo de peixe. 6,0 g/kg: animais tratados com 6,0 g/kg de
DHA contido no 6leo de peixe.

5.2 Efeito do tratamento com 6leo de peixe rico em DHA na parasitemia, peso
corporal, fungao hepatica e renal em camundongos infectados por P. berghei
ANKA

Camundongos nao tratados com éleo de peixe, mas infectados por PbA,
apresentaram significante aumento na carga parasitaria no 5° e 6° dia apos a infecgao
em relagao aos grupos tratados com 3,0 e 6,0 g/kg de DHA. A média da parasitemia
apresentada pelo grupo tratado com 1,5 g/kg de DHA n&o foi significantemente
diferente do grupo apenas infectado. Apesar da dose de DHA utilizada, a carga
parasitaria permaneceu controlada (< 10%) do 7 dia pés infeccéo até o final do periodo
critico para malaria cerebral. Apos esse periodo, a parasitemia € aumentada
progressivamente atingindo picos de até 20% no ultimo dia de avaliag&o clinica. Nao
foi observado neste estudo o efeito dose-dependente da parasitemia em relagcao as
diferentes doses utilizadas de DHA (Figura 11 D). Também é importante notar que os
animais que desenvolveram altas parasitemias apresentaram um aumento no indice
esplénico em relagdo aos animais que foram eutanasiados devido a malaria cerebral
(Figura 11 E). No final da avaliagédo clinica, os animais tratados com oleo de peixe rico
em DHA apresentaram perda de peso (Figura 11 F). No 7° dia apds a infecgao, as
concentragbes de AST, ALT, creatinina e ureia se mostraram similares ao observado

nos animais ndo tratados e nao infectados por PbA, mostrando assim que estes
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indices permaneceram semelhantes aos niveis de camundongos saudaveis (Figura
12 A-D).
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Figura 12: Avaliacdo da fungéo hepatica e renal de camundongos infectados por Plasmodium
berghei ANKA tratados com 6leo de peixe rico em DHA.

(A) Aspartato aminotransferase dosada no soro dos animais (U/mL); (B) alanina
aminotransferase dosada no soro dos animais (U/mL); (C) niveis de creatinina no soro dos
grupos experimentais (mg/dL); (D) niveis de ureia no soro. Os resultados séo representativos
de dois experimentos independentes (n = 5-6 camundongos/grupo), amostras foram coletadas
no 7° dpi, e sdo mostradas as médias £ SEM. * indica diferenca estatistica significativa entre os
grupos com p < 0,05. Control: grupo nao infectado e nao tratado; PbA: Plasmodium berghei
ANKA. 3,0 g/kg: animais tratados com 3,0 g/kg de DHA contido no 6leo de peixe. 6,0 g/kg:
animais tratados com 6,0 g/kg de DHA contido no éleo de peixe.

5.3 O tratamento com éleo de peixe rico em DHA impediu o rompimento da

barreira hematoencefalica e outros danos teciduais cerebrais

Para avaliar o rompimento da barreira hematoencefalica nos animais apés
o tratamento com 6leo de peixe rico em DHA, os animais foram submetidos a técnica
de azul de Evans. O extravasamento do corante para o tecido indica danos na barreira

hematoencefalica. O extravasamento foi maior e os danos foram melhor observados
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nos animais que nao receberam tratamento com o6leo de peixe e foram apenas
infectados por PbA (Figura 13 A-D). Além disso, os animais tratados com 3,0 e 6,0
g/kg de DHA apresentaram concentracado de azul de Evans no parénquima tecidual
3x menor do que o observado em animais nao tratados (Figura 13 E). Durante o
quadro de MC, ainda é possivel observar a ocorréncia de edema tecidual, mas os
animais tratados com as maiores doses de DHA n&o apresentaram a ocorréncia de

edema (Figura 13 F).

Do mesmo modo, os animais tratados com 3,0 e 6,0 g/kg de DHA n&o
apresentaram regides de oclusao vascular e preveniram a ocorréncia de hemorragias
teciduais (Figura 14 A e B). Animais infectados e nao tratados apresentaram areas
hemorragicas e oclusdes vasculares, com a presenga de hemacias e leucdcitos, em
vasos sanguineos no ceérebro (Figura 14 C e D). entretanto, nenhuma destas
alteragdes foram observadas nos animais tratados com 6leo de peixe rico em DHA
(Figura 14 E-L).

A frequéncia de hemorragias, vasos obstruidos e a presenga de leucécitos
foi significantemente aumentada em animais nao tratados e apenas infectados por
PbA em comparagéo aos animais que receberam tratamento e infeccéo (Figura 14 M-
O). Além disso, uma maior quantidade de eritrocitos nos vasos sanguineos cerebrais
perdera o formato bicdbncavo nos animais nio tratados e apenas infectados por PbA,
ao invés disso, apresentarem o formato concavo (Figura 15), incluindo os eritrocitos
presentes na corrente sanguinea (dados ndo mostrados). Essas alteragdes foram

menos notadas em eritrocitos de animais tratados com 6leo de peixe rico em DHA.
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Figura 13: Avaliacdo da integridade da barreira hematoencefalica e do desenvolvimento de edema
cerebral em camundongos infectados por PbA e tratados com 6leo de peixe rico em DHA.

Animais foram eutanasiados no 7° dpi e os cérebros coletados e fotografados dos grupos (A) sem
tratamento e sem infecgao - control; (B) camundongos apenas infectados com PbA, sem tratamento
com 6leo de peixe rico em DHA; (C) 3,0 g/kg: animais tratados com 3,0 g/kg de DHA contido no éleo
de peixe; (D) 6,0 g/kg: animais tratados com 6,0 g/kg de DHA contido no 6leo de peixe. Os resultados
sdo representativos de dois experimentos independentes (n = 5-6 camundongos/grupo), amostras
foram coletadas no 7° dpi, e sdo mostradas as médias + SEM. * indica diferenca estatistica significativa
entre os grupos com p < 0,05. PbA: Plasmodium berghei ANKA.
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Figura 14: Analise histopatolégica dos cérebros dos animais tratados com 6leo de peixe rico em DHA
e infectados por PbA. Os cérebros dos animais foram coletados no 7° dpi.

(A-D) animais apenas infectados por PbA, ndo receberam tratamento com dleo de peixe. Pode-se
observar dreas com hemorragias, vasos obstruidos e leucdcitos aderidos ao endotélio vascular. (E-H)
camundongos tratados com 3,0 g/kg e (I-L) tratados com 6,0 g/kg de DHA n&o apresentaram regides
hemorragicas e vasos com obstrugao no tecido cerebral, apesar de apresentarem alguns vasos com a
presencga de leucdcitos. (M) areas hemorragicas representadas em porcentagem em relacdo ao total
do tecido. Resultados s&do mostrados como média + SEM (n = 5 animais/grupo). **** p < 0,001. (N)
percentual de vasos obstruidos. Resultados sdo mostrados como média + SEM (n = 5 animais/grupo).
**** p<0,001. (O) percentual de vasos com a presenca de leucdcitos Resultados sdo mostrados como
média + SEM (n = 5 animais/grupo). **** p < 0,001. (A, B, E, K, I, J): micrografias com aumento de 20x
e barra de escala tamanho 50 ym; (C, F, G): micrografias aumento 40x, barra de escala em 20 ym; (D,
H, L): microscopia eletrOnica de varredura, barra de escala 20 um. Seta: areas hemorragicas; X: vasos
obstruidos; V: vasos sem obstrugao; PbA: Plasmodium berghei ANKA.

Figura 15: Avaliagédo da integridade das hemacias de camundongos tratados com d6leo de peixe rico
em DHA e infectados com PbA.

(A e B) microscopia eletronica de varredura de hemacias de animais que n&o receberam tratamento
com oleo de peixe e foram infectados com PbA — pode-se observar que houve uma perda na
conformagéo bicdncava das células. (C e D) microscopia eletrénica de varredura de hemacias de
camundongos tratados com 6,0 g/kg de DHA e infectados por PbA. Cabega de seta: hemacias com
formato céncavo. Seta: PbA. n = 3 camundongos/grupo.
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5.4 Efeito do tratamento com éleo de peixe rico em DHA no perfil pro- e anti-

inflamatoério de citocinas no cérebro de camundongos infectados

Em relagdo as citocinas circulantes, no 7° dpi, ndo foi observado niveis
detectaveis de IFN-y nos camundongos tratados com 6leo de peixe rico em DHA,
entretanto, estes foram detectaveis nos camundongos que nao receberam tratamento
(Figura 16 A). IFN-y circulante ainda nao foi detectavel no 20° dpi nos grupos tratados
com DHA. Altos niveis de IL-6 foram observados no grupo PbA em comparagao aos
que receberam tratamento, tanto no 7° quanto no 20° dpi (Figura 16 B). Por outro lado,
niveis de TNF-a foram significantemente aumentados nos animais tratados no 7° dpi
quando comparados aos animais que nao receberam tratamento, apenas a infec¢ao
por PbA, apesar de terem apresentado uma reducido dos niveis desta citocina no
ultimo dia de avaliagéo do estudo (Figura 16 C). Os niveis de IL-10 foram maiores nos
animais tratados com 6leo de peixe rico em DHA em ambos os momentos de
avaliacdo em comparagdo aos animais que nao receberam tratamento, apenas a
infecgdo por PbA (Figura 16 D). Estes niveis de IL-10 foram 1,3x e 3,8x maiores no 7°
e 20° dpi no grupo tratado com 3,0 g/kg de DHA e 1,8x e 3,0x maiores no 7° e 20° dpi
para os animais tratados com 6,0 g/kg de DHA em relagdo aos animais apenas

infectados.

Também buscamos avaliar os niveis de citocinas presentes no cérebro dos
animais apo6s a infeccdo por PbA. No 7° dpi, os niveis de IFN-y se apresentaram
significantemente elevados nos animais tratados com 6leo de peixe rico em DHA em
comparagao aos nao tratados; entretanto, no 20° dpi estes niveis se apresentaram
similares aqueles observados pelo grupo néo tratado (PbA) (Figura 16 E). J&4 em
relagdo aos niveis de TNF-a, estes estiveram reduzidos nos animais tratados com
Oleo de peixe rico em DHA em comparagdo aos niveis observados nos animais
apenas infectados no 7° dpi. Entretanto, os niveis desta citocina se mostraram
aumentados no 20° dpi (Figura 16 F). Os niveis de IL-10 se mostraram 1,5x e 2,8x
mais elevados nos animais tratados com as maiores doses de 6leo de peixe rico em
DHA, respectivamente, em comparagado ao grupo PbA no 20° dpi (Figura 16 G).
Quando analisamos o balango de citocinas pré e anti-inflamatéria no soro e no
homogenato de tecido cerebral em ambos os momentos de analise, foi possivel

observar um perfil anti-inflamatoério no soro dos animais apenas tratados no 20° dia
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apos a infecgao (Figura 17 A). por outro lado, o perfil anti-inflamatério no cérebro foi
apenas observado nos animais no 7° dpi (Figura 17 B). Os niveis de citocinas IL-2, IL-
4 e IL-17 nao foram detectaveis em nenhuma das amostras testadas (dados nao

mostrados).

Em relacao aos niveis de NO detectados na circulagéo, os animais tratados
com 6,0 g/kg de DHA apresentaram no 7° dpi redugao dos niveis de NO em relagdo a
todos os grupos (Figura 18 A), enquanto os niveis de NO no cérebro destes animais
estiveram significantemente aumentados. Entretanto, por outro lado, no 20° dpi estes
niveis foram reduzidos no cérebro dos animais tratados com 6,0 g/kg, se
apresentando em niveis semelhantes ao apresentado pelos animais do grupo controle

e apenas infectados por PbA (Figura 18 B).
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Figura 16: Niveis de citocinas em camundongos infectados por PbA e tratados com 6leo de peixe rico em DHA.

(A-D) niveis de citocinas detectados no cérebro dos animais nos dias 7 e 20 apoés a infecgdo. (E-G) niveis de citocinas detectados no soro dos animais nos
dias 7 e 20 ap6s a infecgdo. (A e E) IFN-y; (B) IL-6; (C e F) TNF-q; (D e G) IL-10. Os resultados s&o referentes a dois experimentos independentes (n = 5
camundongos/grupo) e os dados sao demonstrados por meio das médias £ SEM. * indica a diferenga significativa entre os grupos com p < 0,05. dpi = dias

pos-infeccdo; control = controle, animais nao tratados e nao infectados; PbA = Plasmodium berghei ANKA.
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Figura 17: perfis anti e pro-inflamatérios em camundongos tratados e infectados com PbA. Razéo entre
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Figura 18: quantificagdo dos niveis de 6xido nitrico em camundongos tratados com éleo de peixe rico
em DHA e infectados por PbA. Niveis de éxido nitrico presentes no (A) soro (B) cérebro dos animais.
Os resultados séo referentes a dois experimentos independentes (n = 5 camundongos/grupo) e os
dados sao demonstrados por meio das médias + SEM. * indica a diferenga significativa entre os grupos
com p < 0,05. dpi = dias p6ds-infecgéo; control = controle, animais ndo tratados e nio infectados; PbA =
Plasmodium berghei ANKA.
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5.5 Efeito do tratamento com 6leo de peixe rico em DHA no perfil fenotipico

de células do bago

Em relacao as células presentes no bago dos animais, foi possivel observar
que houve um aumento no numero de células (CD11b*Ly6C"Ly6G") e neutrdfilos
(CD11b*Ly6C*LY6G*) nos animais tratados com 6leo de peixe rico em DHA (Figura
19 A-C). nado houve diferenga no numero de células linfoides entre os grupos (Figura
9 D-E). Entretanto, os numeros de células T CD8 (TCR*CD8) foi reduzido nos animais
tratados com as maiores doses de DHA em relagdo aos animais nao tratados e apenas
infectados com PbA (Figura 19 F).
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Figura 19: Populagdes celulares do bago de camundongos tratados com 6leo de peixe rico em DHA e infectados por PbA. (A) células mieloides (CD11b*); (B)
mondcitos inflamatérios (CD11b*Ly6CNLY6G"); (C) neutrdfilos (CD11b*Ly6C*Ly6G*); (D) células linfoides (TCR*); (E) Células T CD4 (TCR* CD4*); (F) células
T CD8 (TCR* CD8*). Dados expressos em numeros absolutos de bagos coletados no sétimo dia apoés a infecgdo. Os resultados sdo expressos em média +
SEM (n = 5-6 animais/grupo). * indica diferenca significativa entre os grupos considerando p < 0,05. Control = animais sem infecgdo e sem tratamento; PbA =
Plasmodium berghei ANKA.
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5.6 Numero de neurdnios piramidais nao foi alterado durante a infecgao

malarica

A contagem de células neuronais foi realizada a partir das laminas coradas
com azul de toluidina. Para tal, 10 fotos foram capturadas do tecido, em microscopio
com lentes de 20x, e as fotos foram entdo analisadas por meio do software ImageJ.
Deste modo, foram contadas, manualmente, as células com as caracteristicas dos
neurdnios piramidais tais como uma base e um apice, além de possuirem ramificagées
de onde saem os dendritos. Nao observamos nenhuma alteragdo na contagem de
neurdnios piramidais em relagdo aos animais nao tratados e tratados, independente

da dose utilizada para o tratamento (Figura 20).

40+

204

number of neuronal cells

T
30gkg 6,0g/kg

Figura 20. Contagem de células neuronais nos camundongos infectados com PbA apds tratamento
com DHA. PbA: Plasmodium berghei ANKA

Os resultados obtidos foram publicados em formato de artigo para a revista
“The Journal of Nutritional Biochemestry” intitulado: “DHA-RICH FISH OIL PLAYS
PROTECTIVE ROLE AGAINST EXPERIMENTAL CEREBRAL MALARIA BY
CONTROLLING  INFLAMMATORY AND MECHANICAL EVENTS FROM
INFECTION’. O artigo publicado pela revista encontra-se anexado a este documento
(Anexo IlI).
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6. DISCUSSAO

Durante a realizacdo deste estudo, foi possivel corroborar a hipétese de
que a suplementagdo de 6mega-3 utilizando 6leo de peixe rico em DHA, poderia
proteger camundongos contra o desenvolvimento da MC. Observamos que, 0s
animais apenas infectados com PbA, que nao receberam tratamento, apresentaram
100% de mortalidade, diferindo dos que foram tratados com 1,5 g/kg, 3,0 g/kg e 6,0
g/kg de DHA — o que ja era esperado, como observado previamente por Block e
colaboradores em 1992. Além disto, é sabido que camundongos C57BL/6 tendem a
desenvolver quadros de MC com tais taxas de mortalidade entre 0 5° e 0 10° dpi, além
de apresentarem sinais clinicos classicos (ataxia, tremores, perda de reflexos
plantares, entre outros) (BAGOT et al., 2002; CARROLL et al., 2010). Em relacdo aos
grupos tratados com dmega-3, nas diferentes dosagens de DHA, foi possivel observar
uma tendéncia dose dependente na sobrevivéncia dos animais, uma vez que animais
tratados com as menores doses apresentaram menores taxas de sobrevivéncia e os
animais tratados com a maior dose apresentaram maior taxa de sobrevivéncia,

alcancando cerca de 80%.

Em relagdo a parasitemia sanguinea dos animais tratados com DHA, foi
possivel observar altos niveis de parasitemia, maiores que 20%. Animais tratados com
3,0 g/kg e 6,0 g/kg de DHA apresentaram diferenca significativa entre os niveis de
parasitemia nos 5° e 6° dias pos-infecgao em relagao aos animais que nao receberam
tratamento. Houve um controle da parasitemia até o 10° dia de infecgao. Além disso,
0s animais apresentaram um aumento expressivo do baco, representado pelo indice
esplénico, indicando maior atividade por este 6rgdo em relagcdo aos animais que
desenvolveram MC. Tanto o aumento do bago quanto a alta carga parasitaria sdo
indicativos de uma infeccdo prolongada durante as infeccbes malaricas. Assim,
nossos dados corroboram o observado em estudos anteriores uma vez que estes
também apresentaram uma supressao na proliferacdo de espécies de Plasmodium
apos suplementagcdo com o6leo de peixe (FEVANG; SAAV; HOSTMARK, 1995;
GODFREY, 1957; LEVANDER, O. A. et al., 1989; MELARIRI et al., 2012). Alguns
autores relacionam essa supressao na carga parasitaria a auséncia de vitamina E na

dieta utilizada, entretanto, ja foi observado a redugéo da parasitemia de camundongos
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infectados por PbA mesmo na presenca de altos niveis de vitamina E (GODFREY,
1957).

A infecgcdo malarica conta com diversos componentes, além da presenca
do parasito, que podem causar danos graves ao hospedeiro. Um desses exemplos &
a hemozoina, um metabdlito do parasito liberado na corrente sanguinea durante o
rompimento das hemacias durante o ciclo eritrocitico. Ja foi observado por Eugenin e
colaboradores que a hemozoina € capaz de causar danos a neurdnios e astrocitos,
causando toxicidade celular e apoptose (EUGENIN; MARTINEY; BERMAN, 2019).
Outro exemplo € o acumulo de hemacias parasitadas e ndo parasitadas, além de
células e componentes do sistema imune, como leucocitos e plaquetas, que se
aderem ao endotélio capilar de pacientes que desenvolvem MC. Em regides de alta
endemicidade, ja foi observado no cérebro de criangas que morreram devido ao
desenvolvimento de MC a presencga de hemozoina e plaquetas acumuladas nos micro
vasos (GRAU et al., 2003). Deste modo, no presente estudo, pudemos observar que
os animais tratados com 6leo de peixe rico em DHA ndo desenvolveram danos

teciduais decorrentes do acumulo de células nos capilares sanguineos.

O DHA e EPA sdo moléculas com propriedades anti-inflamatorias e
capazes de alterar mecanismos de ativagdo das plaquetas (GOODNIGHT; HARRIS;
CONNOR, 1981; LI, Kelei et al., 2014; VON SCHACKY et al., 1986). Ja foi observado
que o DHA é uma molécula capaz de inibir a expressao de ICAM-1 induzido por TNF-
a no endotélio durante doencgas cardiovasculares (LIN, Hung Chih et al., 2019; LIU,
Kai Li et al., 2016; YANG, Ya Chen et al., 2013) e que a expressao desta molécula de
adesao esta relacionada a danos causados durante a MC (BRIAN DE SOUZA; RILEY,
2002; MARIN et al., 2021; TURNER et al., 1994). Logo, a auséncia de vasos
obstruidos no cérebro de camundongos tratados pode estar relacionada a uma
diminuicao da expressao de moléculas de adesao. Entretanto estudos ainda precisam
ser realizados para melhor investigar estes parametros. Ainda, a auséncia de
obstrugcao dos capilares pode estar relacionada a um perfil antitrombético provocado
pelas moléculas de 6mega-3, uma vez que estas sao capazes de alterar a proporgao
entre componentes pro-coagulantes e anticoagulantes (GOODNIGHT; HARRIS;
CONNOR, 1981; VON SCHACKY et al., 1986), o que influenciaria na formag¢ao dos
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trombos durante os quadros de MC. Além disso, as moléculas de édmega-3 sao
capazes de disputar sitios de reacao enzimatica com o acido araquidonico impedindo
a formacdo de tromboxano A2, que esta envolvida na cascata de coagulagao
(DINICOLANTONIO; OKEEFE, 2019; VON SCHACKY et al., 1986).

Alteracbes na membrana de células podem ser associadas com
agravamento de algumas doengas. Na malaria, Scaccabarozzi e colaboradores
observaram que a alteragdo lipidica do tecido pulmonar de camundongos foi
associada com a sindrome respiratoria aguda (SCACCABAROZZI et al., 2015). Ainda,
a alteracao de lipideos em hemacias, bem como a alteragées na sua arquitetura e
maleabilidade, pode ocorrer durante a infeccdo malarica contribuindo para a
patogénese da infeccdo e aumento da fungdo esplénica (NEVEU; LAVAZEC, 2019).
Também foi observado que alteracbes na bicamada lipidica de eritrocitos foi
responsavel pela adesao de células em quadros de pacientes diabéticos (WALI et al.,
1988). Além da alteragdo da arquitetura da célula, o estresse oxidativo também é
importante para a conformacao das hemacias, e pode afetar enzimas e a manutencao
da composigéo lipidica e organizacional das células (KUYPERS et al., 2007). O DHA
€ conhecido como uma molécula que reduz o estresse oxidativo, a peroxidagéo de
lipideos e a flexibilidade da membrana dos eritrécitos (DINICOLANTONIO; OKEEFE,
2019; YANG, Bo et al., 2018). Deste modo, poderia estar associado ao controle do
desenvolvimento da MC e da alteragao da disposigdo da membrana das hemacias

nos animais quando tratados profilaticamente na infeccao malarica.

Os animais utilizados neste estudo foram pesados antes do inicio do
tratamento e apds 15 dias, antes da infeccao experimental com PbA. Deste modo,
pudemos observar que n&o houve alteragao no peso corporal, o que ja era esperado,
uma vez que trabalhos ja demostraram a associagédo entre as suplementagdo com
Oleo de peixe e a redugao na gordura corporal (KIM, Hyoun Ju; TAKAHASHI; EZAKI,
1999; KIM, Minji et al., 2015). Outro fator observado foi a redugao do peso corporal
apo6s a infeccédo por PbA. Animais infectados, independente do tratamento recebido,
apresentaram perda de peso que pode ser relacionada a incapacidade do animal de

recorrer a fonte energética, a desidratacéo e a fraqueza resultante da anemia que

79



estes podem desenvolver ao apresentar altas cargas parasitarias (ATAIDE et al.,
2020).

Observamos que os animais tratados com DHA apresentaram menor
desenvolvimento de edema e comprometimento da barreira hematoencefalica em
relacdo aos animais que nao receberam tratamento com d6leo de peixe, desta forma,
podemos inferir que este teve um papel fundamental na protegcédo contra esses danos.
Um dos mecanismos nos quais o DHA tem agao neuroprotetiva € na diminui¢do do
edema cerebral e também na protecdo da barreira hematoencefalica por meio da
producdo de neuroprotetinas (BAZAN, 2005, HONG, Sung Ha et al., 2015;
MARCHESELLI et al., 2003; PAN et al., 2009). Durante a MC, tanto em animais
experimentais quanto em humanos, o comprometimento da barreira hematoencefalica
e o edema estdo associados aos piores progndsticos relacionados ao agravamento
da doenga (KAMPONDENI et al., 2018; NEWTON et al., 1994; PENET et al., 2005;
SEYDEL et al., 2015). O rompimento da barreira endotelial no desenvolvimento de
MC pode ser associado ao processo inflamatério iniciado nos capilares sanguineos,
com a formagao de knobs e clumpings (HONG, Sung Ha et al., 2015), além da agéo
de células imunes como o linfécitos T CD8, que atuam por meio da liberagdo de
granzimas (CHANG et al., 2001; HUGGINS et al., 2017).

Em relagc&o aos niveis de citocinas presentes no soro dos animais, foram
encontrados baixos niveis de IFN-y e IL-6 nos animais tratados, diferentemente do
observado nos animais que apenas foram desafiados com PbA. Apesar de tratados
com 3,0 e 6,0 g/kg de DHA, os animais apresentaram elevados niveis de TNF-a em
relagdo aos animais que nao receberam tratamento. Interessantemente, animais
tratados também apresentaram altos niveis de IL-10 em comparagao ao grupo apenas
infectado. Esses dados observados vao de acordo com o que foi relatado na literatura
e sugerem que a diminuicdo dos receptores de |IFN-y levam a protegao contra a MC
em modelos animais (AMANI et al., 2000; HUNT; GRAU, 2003). Em humanos também
ja foi descrito que altos niveis de IFN-y estdo presentes durante o quadro de MC
(RINGWALD et al., 1991), e da mesma forma, elevados niveis de IL-6 também ja
foram observados durante essa sindrome (DIEYE et al., 2016; LYKE et al., 2004;
MANDALA et al., 2017). Apesar dos elevados niveis de TNF-a serem relacionados ao
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desenvolvimento de MC em diversos trabalhos (GRAU et al., 1987; HUNT; GRAU,
2003), os niveis observados neste estudo n&o estdo claramente associados com este
quadro grave da malaria. Ja foram observados estudos com camundongos
transgénicos (TNF-a knockout) (LOVEGROVE et al., 2008) e em criangas que
receberam anticorpos monoclonais anti-TNF-a (VAN HENSBROEK et al., 1996) que
estes ndo apresentaram diferenca no desenvolvimento da MC, o que leva ao
questionamento se realmente esta citocina € essencial para o desenvolvimento da
MC. Por outro lado, os niveis elevados de IL-10 estdo relacionados a casos em que
ha resisténcia ao desenvolvimento da malaria grave em camundongos e em humanos
(DAY et al., 1999; KOSSODO et al., 1997; KURTZHALS et al., 1999). Estudos ja
demonstraram que moléculas de dmega-3, tais como DHA e EPA, atuam diretamente
na producao de IL-10 (SIERRA et al., 2008), o que poderia estar associado com estes
elevados niveis apresentados pelos grupos tratados. Os mecanismos que envolvem
a citocina IL-10 durante o quadro de MC estariam relacionados a diminuigao da
producao de TNF-a (HUNT; GRAU, 2003). A relagéo entre os niveis de citocinas pro
e anti-inflamatdrias no tecido cerebral tem grande importancia quando determinadas
in situ (HUNT; GRAU, 2003). Deste modo, observamos que, apesar de existirem
elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias nos animais tratados, quando
comparamos aos niveis de IL-10, esta estd em predominancia no tecido cerebral,
tanto no d7 de avaliagao quanto no d20. Deste modo, € possivel levantar uma hipotese
de que possa haver uma modulacdo nos receptores a serem expressos no tecido,
como a expressao de ICAM-1 (LIN, Y. et al., 2015).

Em relagdo aos niveis de 6xido nitrico presentes no cérebro, 80% dos
animais tratados com 6,0 g/kg de DHA n&o apresentaram sinais clinicos de MC, mas
apresentaram altos niveis de NO no tecido cerebral. Podemos assim sugerir que esta
molécula imunomodulatéria pode atuar na proteg¢ao contra o desenvolvimento dessa
sindrome, como ja foi observado por Serghides e colaboradores em um estudo que
utilizou NO inalatorio para prevenir o desenvolvimento de MC em camundongos
(SERGHIDES et al., 2011). Ja foi observado também que se os niveis de NO sao
reduzidos ha um agravamento nos sintomas associados a MC (GRAMAGLIA et al.,
2006). Do mesmo modo que IL-10, as moléculas de NO tém papel na regulagédo da

expressao de moléculas de adeséo do endotélio cerebral e também na ativagao de
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plaquetas e de leucécitos, atuando também com um papel anti-inflamatério no tecido
(BOGDAN, 2001; LIU, Xiaoshun et al., 2007; SERIROM et al., 2003). A alteragdo no
formato dos eritrécitos de animais infectados por PbA e n&o tratados com 6éleo de
peixe rico em DHA poderia estar influenciando no aumento dos niveis de NO
observados devido ao estresse oxidativo presente na membrana destas células
(KUYPERS et al., 2007). Ja foi observado que os metabdlitos liberados durante as
infecgdes malaricas, como, por exemplo, a hemozoina e grupamentos heme, séo
potentes indutores de estresse oxidativo, e isso faz com que a membrana dos
eritrécitos esteja sob estresse oxidativo (DAS & NANDA, 1999; PERCARIO et al.,
2012). Estudos ja observaram que acidos graxos poli-insaturados, como o DHA,
limitam o estresse oxidativo, o que contribuiria para a manutencao da arquitetura das

células infectadas (60).

Os acidos graxos sdo moléculas que possuem grande importancia na
ativacao do sistema imune, no perfil de resposta a ser ativado durante infecgdoes e em
propriedades regulatérias a serem executadas pelo organismo (CALDER, 2017).
Assim, o perfil de células apresentadas pelo bago dos animais apds tratamento e
infeccdo com PbA foi investigado. Observamos um grande numero de células
expressando o marcador CD11b, caracteristico de células mieloides, principalmente
no baco dos animais tratados com 6,0 g/kg de DHA. Neutréfilos e mondcitos séao
células que possuem este marcador em sua membrana, e se mostraram aumentados
nos animais pertencentes a este grupo. A incorporagao de moléculas de 6mega-3 na
membrana de neutrofilos tem importancia na produgdo de maresinas, protetinas e
resolvinas, que sao moléculas notdrias na protecao contra diferentes tipos de infeccéo
(GUTIERREZ; SVAHN; JOHANSSON, 2019; SERHAN et al., 2015). Alguns estudos
ja demonstraram que a incorporagao de 6mega-3 na membrana de neutrdfilos leva a
uma inibigdo na migracdo destas células (GUTIERREZ; SVAHN; JOHANSSON,
2019). Entretanto, outro estudo demonstrou que ha um aumento na migragao destas
células para o bago apds dieta com acidos graxos poli-insaturados, atrasando a sua
morte celular (SVAHN et al., 2019). Além disso, foi observado in vitro um aumento na
atividade fagocitica de neutréfilos apds incubagédo com DHA, o que pode contribuir
grandemente para controlar infecgdes de diferentes naturezas (GORJAO et al., 2006;

PASCHOAL et al.,, 2013). Ainda em relacédo aos neutrdéfilos, estas células séo
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relacionadas também a produgdo de IL-10 em bovinos, camundongos e humanos,
sendo assim uma possivel produtora e colaboradora para os altos niveis de IL-10
observados nos animais tratados (BOARI et al., 2012; LEWKOWICZ et al., 2016; LI,
Lei et al., 2019). Além disso, é conhecida a importancia que os neutréfilos possuem
no combate a infecgdes parasitarias, uma vez que atuam fortemente contra potenciais
patdogenos por meio da acado de redes extracelulares dos neutrofilos (neutrophil
extracellular traps - NETs) (PEROBELLI et al., 2015; ROSALES, 2018). Diante do
elevado repertorio de atividades, o mecanismo pelo qual os neutréfilos estariam

agindo sob a ac&o de DHA ainda necessita ser melhor investigado.

Continuando as analises de células presentes no bago dos animais foi
possivel observar que houve uma reducédo na frequéncia das células T CD8* nos
animais que n&o desenvolveram MC, diferindo do que foi observado em outros
estudos. Monk e colaboradores observaram que 6mega-3 poderia ser capaz de induzir
um aumento de células T CD4" e T CD8" no bagco de camundongos (MONK et al.,
2013), enquanto outros estudos ndo demonstraram observar nenhuma diferenga no
perfil de células apresentado (GUTIERREZ; SVAHN; JOHANSSON, 2019). Dentre
uma das possiveis variaveis que causam danos a barreira hematoencefalica durante
a MC, a secrecgao de granzimas por células T CD8* sdo de grande importancia para o
agravamento do quadro (BELNOUE et al., 2002; CHANG et al., 2001; HOWLAND et
al., 2015).
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7. CONCLUSAO

Neste estudo, pudemos concluir que:

O uso profilatico com émega-3 rico em DHA é capaz de proteger contra o
desenvolvimento da MC em modelo murino, refletida na manutencdo das
condigdes clinicas e aumento de sua sobrevida;

O uso de 6mega-3 rico em DHA influenciou no curso do desenvolvimento
parasitario ao longo do estudo;

Altas doses de DHA contida no 6leo de peixe melhoram as funcdes hepaticas
e renais de animais infectados;

Nas doses utilizadas o 6mega-3 rico em DHA é capaz de prevenir o cérebro
contra danos induzidos pela infeccao por P. berghei ANKA;

O tratamento com 6mega-3 induz predominio de citocinas com perfil anti-
inflamataorio sérico e in situ (no cérebro);

Niveis aumentados de NO no tecido cerebral de animais tratados com dmega
3 parecem contribuir para a protecéo contra a MC;

Hemacias de animais tratados com Omega-3 apresentaram menos
deformagbes e mantiveram seu formato bicdbncavo, o que ndo ocorreu nos
animais somente infectados;

O tratamento com o dmega-3 rico em DHA induz alteragbes celulares no bago
em relacdo a animais nao tratados com perceptivel aumento de células

mieloides (neutrofilos e mondcitos inflamatoérios) e redugao células T CD8*.
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9. ANEXOS

Anexo |

SERVICD PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISAMIFJF, em reunifo realizada em 03/07/2019, analisou o protocolo ne
0192020 intitulado “Avaliagio da atividade anti-inflamatéria do dmega 3 presente
em oleo de peixe na protecio contra o desenvolvimento de malaria cerebral em
madeln murino”, projefo de pesquisa sob a responsabilidade de Kézia Katiani Gorza
Scopel e colaboragéo de Barbara Albuquerque Carpinter, a ser realizado no periodo
de 01/0%2020 a 28/02/2023. Por estar de acordo com o3 Principios Eticos na
ExperimentacBo Animal, adotados pelo Conselho Macional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA), foi aprovado pela CEUA. Serdo utilizados 241
camundonges C57TBL/E fémeas com § a 8 semanas de idade, projeto a ser realizado
no Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia — UFJF. O prazo de
validade desse cerificado & equivalente a vigéncia do projeto promogavel por mais
um ano, desde que ssja enviada justificativa a CEUA durante a vigencia do projeto
de acordo com orientagBo téenica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol ne. 0192020 -CEUA about “Avaliagdo da atividade anti-
inflamatoria do dmega 3 presente em oleo de peixe na protegéo contra o
desenvolvimento de malara cerebwal em modelo munno®, under responsability of
Kéria Katiani Gorza Scopel and collaboration of Barbara Albugquergue Carpinter is in
agresment with the Ethical Principbes in Animal Research adopted by Brazilian
Council for Control of Animal Experimentation (Concea) and was approved by the
PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL
HANDLING (CEUA) in 0732020, For the development of this research 241 females
of CSTBLS mice with 6 to & weeks old will be defivered as requested in the perod of
09/01/2020 to D2/28/2023. The Project will be performed at Depariamento de
Parazitologia, Microbiologia e Imunclogia — UFJF. The term of wvalidity of this
certificate might be extended for one more year by means of justification during the
period of validity.

Juiz de Fora, 20 de julho de 2020.

Coordenadora Vice-Coordenadora
CELA CEUA
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Anexo Il

Tabela 2: Tabela utilizada para realizagdo das avaliagdes clinicas dos

animais apés infecgdo com Plasmodium berghei ANKA.

Data: /| | -dpi: c1|/c2|c3|c4|cs5|/ce|/c7[C8[C9|C10

Coordenagao
Marcha (0-2)
Balanco/Equilibrio (0-2)

Comportamento exploratério
Desempenho Motor (0-2) e

Forca e Ténus
Posicao do corpo (0-2)
Forca dos membros (0-2)

Reflexo e autopreservagao
Fuga de toque (0-2)
Reflexo pavilhdo auricular (0-2)
Reflexo plantar (0-2)
Agressao (0-2)

Higiene
Grooming
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Abstract

Every year, thousands of children, particularly those under 5 years old, die because of cerebral malaria (CM). Following conventional treatment, ap-
proximately 25% of surviving individuals have lifelong severe neurocognitive sequelae. Therefore, improved conventional therapies or effective alternative
therapies that prevent the severe infection are crucial. Omega-3 (£2-3) polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are known to have antioxidative and anti-
inflammatory effects and protect against diverse neurological disorders, including Alzheimer’s and Parkinson’s diseases. However, little is known regarding
the effects of 2-3 PUFAs against parasitic infections. In this study, C57BL/6 mice received supplemental treatment of a fish oil rich in the -3 PUFA, do-
cosahexaenoic acid (DHA), which was started 15 days prior to infection with Plasmodium berghei ANKA and was maintained until the end of the study.
Animals treated with the highest doses of DHA, 3.0 and 6.0 g/kg body weight, had 60 and 80% chance of survival, respectively, while all nontreated mice
died by the 7th day postinfection due to CM. Furthermore, the parasite load during the critical period for CM development (5th to 11th day postinfection)
was controlled in treated mice. However, after this period all animals developed high levels of parasitemia until the 20th day of infection. DHA treat-
ment also effectively reduced blood-brain barrier (BBB) damage and brain edema and completely prevented brain hemorrhage and vascular occlusion. A
strong anti-inflammatory profile was observed in the brains of DHA-treated mice, as well as, an increased number of neutrophil and reduced number of
CD8* T leukocytes in the spleen. Thus, this is the first study to demonstrate that the prophylactic use of DHA-rich fish oil exerts protective effects against
experimental CM, reducing the mechanical and immunological events caused by the P. berghei ANKA infection.
© 2023 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: malaria; cerebral malaria; DHA; omega-3.

1. Introduction

Malaria is an infectious parasitic disease caused by protozoa
of the genus Plasmodium, transmitted to humans through bites of
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infected female mosquitoes of the genus Anopheles. Malaria still
represents a serious public health problem worldwide. In 2020,
malaria affected around 241 million people, causing approximately
627,000 deaths, with most of these deaths occurring in African
children under 5 years of age [1].

Among the complications arising from malarial infection, the
most serious is cerebral malaria (CM), which is commonly at-
tributed to Plasmodium falciparum infection. The pathophysiology
of human CM is complex and involves two central hypotheses: vas-
cular occlusion and inflammation [2,3]. Vascular occlusion is sug-
gested to occur through the adhesion of infected erythrocytes to
the vascular endothelium with consequent obstruction of blood
flow and cerebral hypoxia [4]. The second hypothesis suggests
that CM is the result of an exacerbated inflammatory response, in
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which Th1-type cytokines, particularly tumor necrosis factor (TNF)-
o and interferon (IFN)-y, play a central role [5,6]. These two hy-
potheses appear to be mutually dependent, and the complexity of
this potentially fatal infection could be explained by dynamic in-
teractions between these mechanisms [3,7].

CM affects approximately 1% of infected individuals, causing
mortality rates between 15 and 25% [8]. Furthermore, approx-
imately 25% of individuals who recover following conventional
treatment have lifelong neurocognitive sequelae [9-11]. Thus, ad-
juvant therapies that positively aid conventional drugs to reduce
the risk of a severe prognosis/sequelae are crucial [12,13].

Among the compounds that have anti-inflammatory and neuro-
protective properties are the omega-3 polyunsaturated fatty acids
(€2-3 PUFAs). The main €2-3 PUFAs are eicosapentaenoic acid (EPA,
20:5) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6). The molecular mech-
anisms by which EPA and DHA exert anti-inflammatory effects
are associated with their concentration in cell membranes. The
membranes of inflammatory cells are generally rich in the Q-6
fatty acid arachidonic acid (ARA), which acts as the main substrate
for enzymes including cyclooxygenase (COX), lipoxygenase (LOX),
and cytochrome P450 for the production of pro-inflammatory
eicosanoids, such as prostaglandins and leukotrienes of series 2
and 4, respectively. The increased intake of 2-3 PUFAs in rela-
tion to 2-6 leads to a change in the fatty acid composition of
cell membranes, increasing the EPA and DHA and decreasing the
ARA content. As a result, the production of eicosanoids is shifted
from eicosanoids of a pro-inflammatory type to those of an anti-
inflammatory type, such as resolvins, protectins, and maresins;
production of which also involves the COX and LOX pathways [14].
In addition, 2-3 PUFAs are able to interfere with raft formation
within the membrane of inflammatory cells, thus preventing the
activation of the NF-«B pathway via Toll-like receptor 4 (TLR-4).
NF-«B is the main transcription factor involved in the expression
of genes related to inflammation. EPA and DHA mobilized from the
membrane by the enzyme phospholipase A2 also are capable of
activating the transcription factor peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR-y), which has an anti-inflammatory effect since it
interferes with the translocation of NF-«B to the nucleus [14,15].

Consistent with its anti-inflammatory and neuroprotective ac-
tion, several studies have shown that low levels of DHA in the
brain are associated with disorders such as Alzheimer's disease
[16,17], and that DHA supplementation is able to increase tissue
perfusion with consequent improvement in regions with cerebral
ischemia [18,19]. DHA has also been shown to protect neuronal
cells against the harmful effect of Zika virus infection in vitro [20].
Although the effect of 2-3 PUFAs has been investigated in para-
sitic diseases like Chagas disease and leishmaniasis [21,22], little
is known about their contribution in preventing CM. Furthermore,
the existing studies on £2-3 PUFAs in CM have only investigated
the effect in terms of parasitemia and mortality in animal models
[23,24]. The present study demonstrates that dietary supplementa-
tion with DHA-rich fish oil in C57BL/6 mice can substantially pro-
tect against CM by reducing inflammatory and mechanical events
caused by the Plasmodium infection.

2. Material and methods
2.1. Mice, infection, and treatment

Six-to-eight-week-old female C57BL/6 mice were obtained from
the Reproduction Biology Center at the Federal University of Juiz
de Fora (UFJF), Minas Gerais, Brazil. Animals were housed in
polypropylene cages, maintained in ventilated shelves (Alesco),
with food and water ad libitum. All animal experiments were ap-

proved by the Ethics Committee on Animal Research from UFJF
(protocol number # 19/2020).

Mice were treated daily, by gavage, with 200 uL of fish oil
(Essential Nutrition®) containing 1.5, 3.0, or 6.0 g DHA/kg body
weight. After 15 days, mice were infected with 10° red blood cells
(pRBCs) parasitized by the Plasmodium berghei ANKA (PbA) strain
and treatment continued until the mice were euthanized (7th or
20th day postinfection, dpi). To obtain the pRBCs for the experi-
mental infections, two mice were infected intraperitoneally (i.p.)
with 200 puL of cryopreserved pRBCs. Five days after infection, the
mice were anaesthetized (10% ketamine and 2% xylazine solution
in 0.9% NaCl) and underwent cardiac puncture to obtain the pRBCs.
The pRBCs were diluted in phosphate-buffered saline (PBS) and the
inoculum was adjusted to 10° pRBC/animal. Mice were infected
(i.p.) and clinically evaluated daily. Control groups included PbA-
infected only animals and nontreated and noninfected animals, in-
dicated in the graphs as PbA and Control, respectively.

2.2. Clinical assessment, survival, and parasitemia

After the infection, mice were monitored daily according to an
established protocol of the Rapid Murine Coma and Behavior Scale
(RMCBS) [25]. The RMCBS evaluates neurological features and be-
havior of animals infected with PbA. Briefly, this protocol considers
10 parameters (gait, balance, motor performance, body position,
limb strength, touch escape, pinna reflex, toe pinch, aggression,
and grooming) that are evaluated and scored from O to 2, where
0 indicates dysfunctionality and 2 indicates normality. While mice
with scores equal to 20 were considered completely healthy, those
which developed CM showed a progressive decline in their clini-
cal parameters, and were euthanized when the score was equal to
or less than 5. Animals surviving the infection were euthanized on
the 20th day of the study. All mice were weighed before starting
the treatment, before infection (on the 15th day of treatment), and
before euthanasia.

To determine the parasitemia levels, thin blood smears were
made with a drop of blood collected from the tail vein and placed
on a microscope slide. The smears were naturally dried, fixed with
absolute methanol, and then stained with Giemsa. Parasitemia was
determined by microscopic analysis considering the number of
pRBCs within 1,000 counted erythrocytes.

2.3. Evaluation of blood-brain barrier leakage

Blood-brain barrier (BBB) damage occurs during CM, and can
be evaluated in animals using the Evans blue permeability assay.
Briefly, on the 7th dpi, mice were anaesthetized and a 2% Evans
blue dye solution (Sigma-Aldrich) was injected intravenously (200
uL/animal). After 45 min, mice were euthanized and then per-
fused with 10 mL of 1 x PBS. Brains were collected, photographed,
and submerged in a formamide solution for 48 h at 37°C. The ex-
travasated Evans blue dye was collected and the concentration was
determined using a spectrophotometer at 620 nm [26]. The ab-
sorbance was normalized according to the brain tissue weight of
each mouse.

2.4. Cerebral edema

Cerebral edema was determined as described by Promeneur
and colleagues [27]. On the 7th dpi, mice were euthanized and the
brains were carefully removed and immediately weighed to assess
the wet weight (WW). The brains were then dried for 48 h at 60°C
and weighed to assess the dry weight (DW). Brain water content
was calculated as DW/WW. The results are presented as a ratio be-
tween the values obtained.
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Fig. 1. Evaluation of clinical condition of Plasmodium berghei ANKA-infected mice treated with DHA-rich fish oil. (A) Survival curve of treated and nontreated animals; (B)
clinical assessment by the RMCBS over infection and (C) at the time of euthanasia. Red symbols in C indicate mice that developed cerebral malaria (CM) and were euthanized
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at P<.05. PbA: Plasmodium berghei ANKA.

2.5. Evaluation of pro- and anti-inflammatory cytokine levels

Cytokine levels (IL-10, IFN-y, IL-6, and TNF-¢) in the brain
and serum were measured using the BD Cytometric Bead Array
kits following the manufacturer’s instructions (Becton, Dickinson
and Company). Blood was collected by cardiac puncture and cen-
trifuged at 500 x g for 10 minutes to obtain the serum. Brain tis-
sue homogenate was obtained using a cytokine extraction solution
(0.4 M Nadl, 0.05% Tween-20, 0.5% bovine serum albumin, 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride [Sigma-Aldrich], 0.1 mM benzetho-
nium chloride [Sigma-Aldrich], 10 mM EDTA, 0.02% of aprotinin
[Sigma-Aldrich]). Samples of brain homogenate and serum (50 uL)
were incubated with 50 uL of a capture bead mix and 50 uL of de-
tection antibodies for 2 h. A wash buffer was then added and the
samples were centrifuged at 200 x g for 5 min. Samples were ac-
quired using a BD FACSCanto II cytometer (Becton, Dickinson and
Company), and data were analyzed using FlowJo software (version
10.0).

2.6. Cellular profile analysis of the spleen

To analyze the cellular populations in the spleen, organs were
collected on the 7th dpi, weighed, placed in RPMI medium with
10% fetal bovine serum (FBS), and kept on ice. Cells were collected
by macerating the spleen through a 70 um cell strainer with 10 mL
of RPMI medium with 10% FBS. The cells in suspension were cen-
trifuged at 400 x g for 5 minutes at 4°C then the red blood cells
were subsequently lysed with 5 mL of a lysis buffer (0.15 M ammo-
nium chloride, 0.01 M potassium bicarbonate, 0.012 mM EDTA) for
4 minutes, after which 10 mL of RPMI medium with 10% FBS was
added and the cell suspension was centrifuged at 400 x g for 5
minutes at 4°C. Next, the pellet was resuspended in RPMI-10% FBS
and cell viability was verified by microscopic examination of an
aliquot stained with Trypan blue (Sigma-Aldrich). The cell concen-
tration was adjusted to 10° live cells/well in 96 “V” bottom plates

and the cells were incubated with a BV421 live/dead stain (Invit-
rogen) for 30 minutes. Cells were washed by adding 150 uL of 5%
FBS in 1 x PBS, and the plates were then centrifuged at 400 x g
for 5 minutes at 4°C. Next, cells were incubated with 50 uL of a
pool of antibodies: PE anti-TCR (BD Pharmingen), AF700 anti-CD8
(BD Pharmingen), APC-H7 anti-CD4 (BD Pharmingen), PerCP-Cy5.5
anti-CD11b (BD Pharmingen), SB600 anti-Ly6G (eBioscience), APC-
Cy7 anti-Ly6C (BD Pharmingen), and Fc block for 30 minutes at 4°C
and protected from light. After a second wash, samples were resus-
pended in a staining buffer. Sample acquisition was carried out on
a CytoFLEX cytometer (Becton, Dickinson and Company), and data
were analyzed using FlowJo software (version 10.0) (Supplemen-
tary Fig. 1 and 2).

2.7. Histological analysis by light microscopy

Fixed brain slices (2/mice) were processed following routine
histological procedures, embedded in paraffin, and cut into 5 um
sections. The sections were stained with hematoxylin-eosin or
toluidine blue. Images (10/section/animal; n=5) were obtained
with an Olympus BX53 light microscope and an Olympus DP73
camera using the CellSens software. To determine the frequency of
hemorrhagic lesions, obstructed vessels, and the number of leuko-
cytes adhered to endothelial capillaries, all obtained images were
analyzed by an experienced pathologist.

2.8. Scanning electron microscopy analysis

Histological sections (5 pum) on coverslips were dewaxed, dehy-
drated, and dried at room temperature. After drying, the samples
were mounted on aluminum stubs and sprayed with gold for scan-
ning electron microscope (SEM) analysis (Quanta 250, FEI Com-
pany).
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Fig. 2. Evaluation of hepatic/renal function of Plasmodium berghei ANKA-infected mice treated with DHA-rich fish oil. (A) Aspartate aminotransferase (AST) serum levels
(U/mL); (B) alanine aminotransferase (ALT) serum levels (U/mL); (C) creatinine (mg/dL); and (D) urea (mg/dL) in serum collected on the 7th day postinfection. The results are
representative of two independent experiments (n=5-6 mice/group), and are shown as the mean + SEM. *Indicates a significant difference between groups at P<.05. Control:

noninfected and nontreated mice; PbA: Plasmodium berghei ANKA.

2.9. Biochemical and nitric oxide analysis

To evaluate the hepatic and renal functions, 50 uL of serum col-
lected on the 7th dpi were used to determine the levels of aspar-
tate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), crea-
tinine, and urea by commercial kits. The protocols were carried
out as recommended by the manufacturer (LabTest Diagnostics).
The levels of nitric oxide (NO) in the brain homogenate and serum
were determined by the Griess reaction (Sigma-Aldrich). The con-
centration of NO was determined from a curve generated using a
concentration series of a sodium nitrate standard solution.

2.10. Statistical analyses

Statistical analyses were performed in GraphPad Prism (Graph-
Pad software, version 6.0). Normality tests were carried out to
assess the distribution of the variables. If the distribution was
parametric, a one-way analysis of variance (ANOVA) test was per-
formed with a Tukey’s test for multiple comparisons. If the dis-
tribution was not parametric, the Mann-Whitney U test was per-
formed to compare the means between two groups. Survival data
were plotted using the Kaplan-Meier method and statistical differ-
ences were evaluated using the log rank test. Values of P<.05 were
considered statistically significant.

3. Results

3.1. Effect of treatment with DHA-rich fish oil on the clinical score
and survival of P. berghei ANKA-infected mice

Nontreated PbA-infected mice developed neurological symp-
toms, as indicated by inactivity, ataxia, body tremor, and loss of

motor function. As a result, a 100% death rate occurred between
the 6th and 8th dpi while treatment with the highest concen-
tration of DHA significantly protected mice from developing CM.
Specifically, 22%, 60%, and 81% of mice treated with 1.5, 3.0, or 6.0
g DHA/kg of body weight, respectively, survived the PbA infection
until the 20th dpi without exhibiting any neurological symptoms
(Fig. 1A-C), suggesting a dose-dependent protective effect of DHA.

3.2. Effect of treatment with DHA-rich fish oil on parasitemia, body
weight, and hepatic/renal function of P. berghei ANKA-infected mice

Mice from the nontreated PbA-infected group showed a signif-
icantly increased parasite load in the blood on the 5th and 6th
dpi, particularly in relation to the groups treated with 3.0 and 6.0
g DHA/kg; while on the 6th dpi, the mean parasitemia of mice
treated with 1.5 g DHA/kg was not significantly different from that
of the PbA group. Regardless of the DHA dose, which was main-
tained throughout the study, the parasite load remained controlled
(<10%) from the 7th dpi until the end of the critical period for CM
(11th dpi), after which it progressively increased, reaching peaks
>20% on the last day of clinical evaluation (20th dpi). A dose-
response effect of DHA treatment on parasitemia was not observed
for the doses of 3.0 and 6.0 g DHA/kg, as the same effect on par-
asite load was observed in these treatment groups (Fig. 1D). It
should also be noted that animals that developed high parasitemia
had an enlarged spleen compared to those that were euthanized
for having CM and also had low parasitemia (Fig. 1E). At the end
of clinical assessment, DHA-treated animals still showed a signif-
icant loss of body weight (Fig. 1F), which was not observed be-
fore infection (between 0 to 15 days of treatment - Supplementary
Figure 3). On the 7th dpi, the concentrations of AST, ALT, creati-
nine, and urea were found to be similar to those observed in the
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Fig. 4. Histopathological analysis of the brains from animals treated with DHA-rich fish following infection with Plasmodium berghei ANKA. The brains of mice were assessed
on the 7th day postinfection. (A-D) Nontreated PbA-infected mice showed hemorrhagic areas, obstructed vessels, and leukocyte adherence. Mice treated with 3.0 (E-H) and
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Fig. 5. Evaluation of conformational integrity of red blood cells from Plasmodium berghei ANKA-infected mice treated with DHA-rich fish oil. Scanning electron microscopy
images of red blood cells (RBCs) from (A and B) nontreated animals infected with PbA for 7 days, showing a shape change with biconcave conformation loss; and (C and D)
from animals treated with 6.0 g DHA/kg body weight and infected with PbA for 7 days. Arrowhead: RBCs with concave shape. Arrow: Parasite. n=3 mice/group.

nontreated, noninfected mice, and significantly lower to those ob-
served in the nontreated PbA-infected mice (Fig. 2A-D).

3.3. Effect of treatment with DHA-rich fish oil on BBB disruption,
edema, and other brain damage

On the 7th dpi, mice of the PbA group showed intense Evans
blue staining in the brain tissue (Fig. 3B) when compared to con-
trol (Fig. 3A) and infected mice treated with DHA at doses of 3.0
and 6.0 g/kg (Fig. 3C-D). Moreover, the concentration of Evans blue
in the brain parenchyma of animals treated with 6.0 g DHA/kg was
up to 3 x lower than the concentration observed in the brain of
nontreated infected mice (Fig. 3E). Additionally, both tested con-
centrations of DHA significantly prevented the occurrence of brain
edema, an important prognosis marker of severe infection (Fig. 3F).

DHA treatment at doses of 3.0 and 6.0 g/kg was also able to
prevent hemorrhage and vascular occlusion. Vascular hemorrhage
was observed in distinct brain areas of nontreated infected mice
(Fig. 4A and B), and vascular occlusion, mediated by erythrocytes
and leukocytes, was observed in superficial and deep blood vessels
of the brain (Fig. 4C and D). On the other hand, none of these alter-
ations were observed in the brains of DHA-treated mice (Fig. 4E-
L). The frequency of hemorrhage, occluded vessels, and presence of
leukocytes were significantly increased in the PbA group in com-
parison to those observed for the DHA-treated mice (Fig. 4M-0).
Furthermore, a large number of erythrocytes in the brain vessels of
nontreated infected mice lost the biconcave shape, instead assum-
ing a concave shape (Fig. 5), including in the bloodstream (data not
shown). These changes, however, were less notable in erythrocytes
from DHA-treated mice.

3.4. Effect of treatment with DHA-rich fish oil on the
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokine profile of infected
mice

In relation to circulating cytokines, on the 7th dpi, IFN-y was
not detected in DHA-treated mice, although it was detectable in
the nontreated PbA-infected group (Fig. 6A). IFN-y was still not
detectable by the 20th dpi in the DHA-treated groups. High levels
of IL-6 were observed in the PbA group in comparison to treated
animals on the 7th and 20th dpi (Fig. 6B). On the other hand, levels
of TNF-a were significantly increased in treated mice on the 7th
dpi when compared to those of the PbA group, although a reduc-
tion of levels was observed in the treated groups on the last day
of the study (Fig. 6C). IL-10 levels were also higher on both days
evaluated in DHA-treated animals in comparison to those of the
nontreated infected mice (3.0 g DHA/kg: 1.3 x and 3.8 x on the
7th and 20th dpi, respectively; 6.0 g DHA/kg: 1.8 x and 3.0 x on
the 7th and 20th dpi, respectively; Fig. 6D).

Cytokine levels were also investigated in the brain in situ. On
the 7th dpi, the IFN-y levels were significantly increased in the
DHA-treated mice in comparison with those of the PbA group;
however, by the 20th dpi these levels were similar to those ob-
served in the PbA group (Fig. 6E). On the other hand, TNF-« levels
were significantly reduced in the DHA-treated mice on the 7th dpi
compared to the levels seen in the PbA group, but by the 20th dpi,
the levels in the treated mice treated were increased (Fig. 6F). Like-
wise, IL-10 levels were 1.5 x and 2.8 x higher for animals treated
with 3.0 and 6.0 g DHA/kg, respectively, on the 20th dpi in com-
parison with the PbA group (Fig. 6G). When analyzing the balance
between pro- and anti-inflammatory cytokines in the serum and
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Fig. 7. Anti-inflammatory and pro-inflammatory cytokine profiles in Plasmodium berghei ANKA-infected mice treated with DHA-rich fish oil. IL-10/TNF-« ratio in (A) the serum
and (B) brain homogenate. *Indicates a significant difference between groups at P<.05. dpi: days postinfection; PbA: Plasmodium berghei ANKA.

brain homogenate on the 7th and 20th dpi for treated and non-
treated animals, it was possible to observe an anti-inflammatory
profile in the serum only in treated mice at day 20 (Fig. 7A). In
contrast, an anti-inflammatory profile in the brain was only ob-
served in treated mice on day 7 (Fig. 7B). IL-2, IL-4, and IL-17 levels
were not detectable from any samples tested (data not shown).

On the 7th dpi, mice receiving 6.0 g DHA/kg exhibited reduced
NO levels in the circulation compared to all the other groups
(Fig. 8A), while in the brain, the NO level was significantly in-
creased (Fig. 8B). However, on the 20th dpi, which is after the crit-
ical period for CM development, NO levels in the brains of mice
from the 6.0 g DHA/kg group were reduced and were not signifi-
cantly different from those observed in the control, PbA, and 3.0 g
DHA/kg groups (Fig. 8B).

3.5. Effect of treatment with DHA-rich fish oil on the phenotypic
profile of cells in the spleens of mice

There was an increase in the number of cells express-
ing the CD11b marker, as well as an elevated number of
inflammatory monocytes (CD11b*Ly6CNiLy6G~) and neutrophils
(CD11b*Ly6C+Ly6GT), in animals treated with 3.0 g and 6.0 g
DHA/kg (Fig. 9A-C). There was no difference in the number of lym-
phoid cells between the groups (Fig. 9D-E). However, the number

of CD8 T cells (TCR*CD8") was reduced in animals treated with 3.0
and 6.0 g DHA/kg compared to that observed in nontreated PbA-
infected mice (Fig. 9F).

4. Discussion

In this study, the treatment with DHA-rich fish oil signifi-
cantly protected mice from CM caused by PbA, with a DHA dose-
dependent effect. This protection may be associated with the an-
tiparasitic effect of the treatment in the first days of infection (5th
and 6th dpi) and with the control of parasite load observed on
the following days (7th to 10th dpi), which are within the criti-
cal time for CM development. Indeed, several studies have already
shown that dietary supplementation with fish oil is able to sup-
press the multiplication of P. yoelii and P. berghei in vivo [23,28-
30], and that this effect may occur in the absence [28,31,32] or
presence [30] of antioxidants, such as vitamin E. Thus, it is pos-
sible that the control of blood parasitemia by the action of DHA
reduced, consequently, the accumulation of parasites and leuko-
cytes in the cerebral capillaries, preventing the occurrence of hem-
orrhages and vascular obstructions, as was observed in this study.
DHA may have also modified the profile of eicosanoids involved in
the inflammatory process, and consequently influenced the expres-
sion of adhesion molecules for erythrocytes and leukocytes, such
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as intercellular adhesion molecule (ICAM-1) and vascular cell ad-
hesion molecule (VCAM-1), resulting in lower CM-related mortal-
ity [14]. However, the loss of parasitemia control after the 11th dpi
is intriguing, since all animals were kept under the DHA treatment
until the end of the study.

Before the experimental infection, the treatment with DHA did
not affect the body weight of animals, which is not surprising since
previous studies did not show any association between dietary
supplementation with fish oil and weight gain [33,34]. Specifi-
cally, the use of fish oil appears to increase thermogenesis through
the induction of mitochondrial uncoupling protein 1 (UCP1) in
adipocytes, which then begin to accumulate less fat. Furthermore,
fish oil appears to reduce the proliferation of fat cells. Animals
from all infected groups exhibited significant weight loss that may
be associated with the inability to eat properly or with dehydra-
tion, a reflection of inflammation and weakness resulting from
possible anemia owing to high parasitemia and other factors [35].

The analysis of the Evans blue concentration in brain tissue re-
vealed that nontreated infected animals had greater BBB perme-
ability compared to that of DHA-treated mice, resulting in brain
edema. These data are important since edema is considered to
have the worst prognosis in pediatric CM [36-38], as well as in
murine CM [39]. In the murine model, edema appears to be in-
duced by action of CD8" T cells on vascular endothelium or brain
parenchyma [40,41], while in humans no cytokine/inflammatory
mediator has been associated with this prognosis [42]. According
to previous studies, DHA protects the BBB from damage by the
production of neuroprotectin D1 (NPD1), a cerebral molecule that
regulates the pro-inflammatory response [43-46].

Regarding the serological profile of pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokines, in contrast to the high IFN-y and IL-6
levels observed in the nontreated PbA group, the absence and
low levels of these cytokines, respectively, were detected in an-
imals treated with 3.0 and 6.0 g DHA/kg during the follow-up
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after infection. Furthermore, on the 7th and 20th dpi, infected
animals from treated groups had TNF-« levels higher or similar
to those observed in the nontreated PbA group. IFN-y neutral-
ization or depletion of its receptors in vivo have been correlated
with protection against CM [47,48]. Likewise, elevated serological
levels of IL-6 have been associated with human cases of severe
malaria, including CM in children and adults [49-51]. Although
the serological levels of TNF-o observed in this study were not
clearly associated with the severe malaria, literature data suggest
that high serological levels of this cytokine can be positively cor-
related with the development of murine CM [47,52]. In humans,
the data are contradictory with elevated levels found in people
who died from CM [50] or not discriminating between cerebral
and uncomplicated malaria [53]. In the same way, the occurrence
of CM in TNF-knockout mice and the observation that treatment
with anti-TNF monoclonal antibody did not improve the survival
rate of Gambian children with this syndrome [54] lead to ques-
tions about the real role of this cytokine in malaria pathogenesis.
IL-10 was also elevated, especially in treated animals on the 20th
dpi. Plasmatic IL-10 has been associated with protection against
CM in a murine model [47,55] and in humans [56,57], although
high circulating levels are also associated with severe cases of
the human disease [49,58]. The mechanism by which IL-10 ap-
pears to protect against CM is associated with its ability to in-
hibit the production of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-«
[47]. In any case, there is a consensus that the determination of
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokine levels and their
association with CM may be more relevant when determined in
situ (brain) than in the circulation [47]. In this sense, the anal-
ysis of the ratio between pro-inflammatory (TNF-o and IFN-y)
and anti-inflammatory (IL-10) cytokines detected in the brain tis-
sue demonstrated a strong predominance of an anti-inflammatory
profile in treated mice, especially on the 7th dpi, a critical day
for CM development. Thus, as mentioned earlier, it is possible
that the treatment with DHA reduces the expression of adhesion
molecules in cerebral tissue [59], as a consequence of a lower in-
duction of pro-inflammatory cytokines. Although in malarial infec-
tions the production of pro-inflammatory cytokines, such as IFN-
y, TNF-a, IL-12, and IL-6, seem essential at the beginning of the
symptomatic phase of the disease, their reduction after this ini-
tial period, with increased TGF-8 and IL-10 levels, appears to be
important for maintenance of noncomplicated status of disease
[49].

Regarding NO, the serological levels were significantly increased
in the nontreated PbA group in comparison with those of the DHA-
treated groups. This could explain, at least in part, the accentuated
alteration of the biconcave shape of erythrocytes in nontreated
mice when compared to those of the DHA-treated mice. Oxidative
stress has been described as an important mechanism in erythro-
cyte lipid bilayer damage, as it can affect the function of important
enzymes responsible for the maintenance of normal lipid com-
position and organization [60]. During the Plasmodium lifecycle,
large amounts of hemozoin and heme, potent inducers of oxidative
stress, are released into the bloodstream from erythrocyte lysis.
The oxidative stress event is potentiated by reactive oxygen species
(ROS) and NO produced in response to these metabolites. There-
fore, infected and noninfected red blood cells are under conditions
of lipid peroxidation and oxidative stress [61,62]. As £2-3 PUFAs, in-
cluding DHA, have been reported to limit oxidative stress, it is pos-
sible that maintenance of erythrocyte shape is, at least in part, as-
sociated to the control of this event at the same time that oxidized
lipids are rapidly repaired using fatty acids taken up from plasma,
as previously suggested [60]. Of course, the intra-erythrocytic de-
velopment of the parasites causes alterations to the cellular archi-
tecture, affecting several important cell properties, such as flexi-

bility and adherence, which contribute to the pathophysiology of
severe malaria [63].

In the same way, it is intriguing that on the 7th dpi, signifi-
cantly increased levels of NO were detected only in the brain tissue
of animals treated with 6.0 g DHA/kg when compared to the other
groups (untreated and 3.0 g DHA/kg-treated infected mice). It re-
mains to be investigated whether the detectable NO in the brain
tissue of these treated animals contributes to protection against
CM. However, the prophylactic use of inhaled NO was reported
to prevent the development of CM caused by PbA [64]. Further-
more, Gramaglia and colleagues (2006) demonstrated that reduced
bioavailability of NO positively contributes to neurological injuries
[65]. Likewise, among children who died of CM, NO levels were
reduced in the circulation [66]. NO is produced by a family of ni-
tric oxide synthase (NOS) enzymes that catalyze the production of
NO from L-arginine, and is a gaseous signaling molecule that plays
an important role in regulating endothelial function [58,67]. The
immune mechanisms involving NO include vasodilatation, inhibi-
tion of inflammatory responses, reduction in the expression of cell
adhesion molecules on the endothelium, and limiting intravascu-
lar platelet and leukocyte aggregation [68,69,70]. Therefore, stud-
ies are needed to determine whether the dietary supplementation
with PUFAs can increase the bioavailability of NO in malarial infec-
tions and help to prevent severe conditions.

Considering that a balanced immune system is essential for the
protection against pathogens [71], and that nutrients, such as fatty
acids, are crucial for the immune system regulatory properties [72],
the relationship between DHA, CM, and splenic profile of differ-
ent cell populations was investigated. Neutrophils and inflamma-
tory monocytes were found in greater frequency in the spleens of
animals that received DHA at a dose of 6.0 g/kg. Neutrophils are
the first cell type attracted to the local of inflammation, actively
participating in the infection control [73] by different mechanisms
[71]. Previous studies have shown that £2-3 PUFAs can be incorpo-
rated into the phospholipids of the neutrophil membrane and then
metabolized into substances, such as maresins, protectins, and re-
solvins [71,74], which are known to be protective against differ-
ent infections. Although some studies have suggested that such
molecules lead to inhibition of neutrophil migration [71], a re-
cent study suggested that a diet rich in PUFAs can increase the
migration of these cells from the circulation to the spleen via cy-
tokine production, even delaying cell death [75]. In addition, 2-3
PUFAs, more specifically DHA, appear to increase the phagocytic
ability of neutrophils, both in vitro and in vivo [76,77], which may
contribute to the control of different infections. These cells were
also recently described as a potential source of IL-10 in cattle [78],
mice [79,80], and humans [81] under certain inflammatory condi-
tions. During Trypanosoma cruzi infection, neutrophil depletion in
mice was shown to lead to greater infection severity [80]. How-
ever, there is evidence that IL-10 produced by anti-inflammatory
neutrophils is capable of inhibiting the production of a series of
pro-inflammatory cytokines, including TNF-o¢ and IL-6 by mono-
cytes/macrophages [81,82]. Therefore, neutrophils are important in
the control of infectious parasitic diseases and are even capable
of producing neutrophil extracellular traps (NETs) [83]. Whether
treatment with DHA triggers NET formation and other neutrophilic
functions during malarial infection is yet to be investigated.

The DHA treatment also reduced the frequency of splenic CD8*
T lymphocytes during PbA infection. Our data differ from those of
Monk and colleagues, who suggested that 2-3 PUFAs induce an
increase in CD4* T and CD8* T cells in the murine spleen [84];
while Svahn and colleagues (2019) did not observe any alteration
of the splenic cell profile associated with a diet rich in PUFAs [75].
The cytotoxic function by CD8* T cells on the BBB, promoting its
rupture, combined with the infiltration and sequestration of PbA-
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infected erythrocytes and leukocytes into the brain parenchyma,
appear to be critical events for the development of CM [41,84-86].
Cytotoxic molecules, such as granzymes and perforin, secreted by
CD8* T cells can contribute to brain injuries [40,87,88]. Corrobo-
rating studies carried out in murine models, the accumulation of
CD8* T lymphocytes in the brains of Malawi children who died of
CM was also recently described [89,90]. Therefore, therapies tar-
geting CD8* T cells may, in the future, help to prevent or reverse
CM.

In summary, our data suggest that dietary supplementation
with DHA may be a good alternative in areas with a high preva-
lence of CM, reducing the risk of this severe disease and death.
However, it should be noted that the doses 2-3 PUFAs used in
this study and others [91-93] are incompatible for application in
humans. Therefore, it is necessary to investigate whether similar
results would also be obtained with lower doses of DHA, and/or
when used for an extended time.

In conclusion, we provide new evidence that DHA-rich fish oil
intake prevented the development of severe malaria in a murine
model, with focus on CM, by controlling inflammatory and me-
chanical events associated with the infection.
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