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RESUMO

A Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda (SARA) € uma complicagao da malaria,
que afeta entre 5% e 25% dos adultos infectados, e apresenta uma alta taxa de
mortalidade mesmo com o uso de antimalaricos. Essa sindrome € provocada, entre
outros fatores, por uma resposta imunoldgica exacerbada do organismo frente a
infeccdo, podendo ocorrer independentemente da espécie de plasmaéddio infectante.
Contudo, ainda ndo é reconhecido nenhum tratamento eficaz contra a SARA
associada a malaria (SARA-MA). Além disso, tem sido demonstrado que a infecgao
malarica também afeta o trato intestinal, resultando em lesdes e disturbios
intestinais. Recentemente, nosso grupo demonstrou que a suplementagao com éleo
de peixe rico em DHA foi capaz de minimizar os danos pulmonares em
camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA, uma cepa que promove
intensa inflamagdo e adesdo de eritrocitos parasitados e leucdcitos ao endotélio
vascular. No entanto, ndo esta estabelecido se a suplementagado com altas doses de
DHA possui efeito protetor contra a lesdo pulmonar causada por outras cepas, como
o P. berghei NK65 (PbN), que induz inflamacéo sistémica sem promover exacerbada
adesao endotelial. Diante da auséncia de terapias especificas para a SARA-MA e
das diferentes caracteristicas patogénicas entre as cepas, este estudo avaliou se o
Oleo de peixe rico em DHA é capaz de modular a lesao pulmonar e as alteragdes
intestinais provocadas pela infecgdo por PbN em modelo murino de infecgao
malarica. Para isso, camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 foram
suplementados por via oral com 3 g/kg de dmega-3 rico em DHA durante 15 dias
antes da infecgdo. A lesdo pulmonar foi avaliada por meio de analises histologicas,
avaliagdo da ocorréncia de edema pulmonar e ensaios de permeabilidade
alvéolo-capilar. O perfil inflamatério foi investigado por meio da dosagem de
citocinas pré- e anti-inflamatérias em homogenato pulmonar. Também foram
realizadas analises no lavado broncoalveolar para determinagdo da contagem total e
diferencial de células, concentracdo de proteinas e produgdo de peroxido de
hidrogénio, visando avaliar inflamagdo e estresse oxidativo. A caracterizagcao
fenotipica das células imunes pulmonares foi realizada por citometria de fluxo. Para
analise da inflamagédo sistémica foram conduzidas analises hematolégicas
(hemograma) e imunofenotipagem de células do bago. Para avaliagdo do trato
intestinal foram realizadas analises morfolégicas e funcionais do intestino, incluindo
medidas intestinais e analise da permeabilidade intestinal. No dmbito pulmonar, ndo
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre o grupo
suplementado com DHA e o grupo apenas infectado. Em contraste, a
suplementagédo com 6mega-3 rico em DHA impediu o encurtamento do intestino e
reduziu, embora nao de forma significativa, a permeabilidade. Esses resultados
destacam a importancia de considerar as diferengcas nos perfis patogénicos entre
cepas de Plasmodium ao investigar abordagens nutricionais ou imunomoduladoras.

Palavras-chave: malaria grave, lesdo pulmonar, PUFAs dmega-3



ABSTRACT

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is a complication of malaria that
affects between 5% and 25% of infected adults and has a high mortality rate even
with the use of antimalarial drugs. This syndrome is caused, among other factors, by
an exacerbated immune response of the body to infection and can occur regardless
of the species of infecting Plasmodium. However, no effective treatment for
malaria-associated ARDS (MA-ARDS) has yet been recognized. In addition, it has
been shown that malaria infection also affects the intestinal tract, resulting in
intestinal lesions and disorders. Recently, our group demonstrated that
supplementation with DHA-rich fish oil was able to minimize lung damage in mice
infected with Plasmodium berghei ANKA, a strain that promotes intense inflammation
and adhesion of parasitized erythrocytes and leukocytes to the vascular endothelium.
However, it is not established whether supplementation with high doses of DHA has
a protective effect against lung injury caused by other strains, such as P. berghei
NK65 (PbN), which induces systemic inflammation without promoting exacerbated
endothelial adhesion. Given the absence of specific therapies for MA-ARDS and the
different pathogenic characteristics among strains, this study investigated whether
DHA-rich fish oil is capable of modulating lung injury and intestinal changes caused
by PbN infection in a murine model of malaria infection. For this purpose, female
C57BL/6 mice were orally supplemented with 3 g/kg of DHA-rich omega-3 for 15
days prior to infection. Lung injury was assessed through histological analyses,
evaluation of pulmonary edema occurrence, and alveolar-capillary permeability tests.
Pro- and anti-inflammatory cytokine levels were measured in lung homogenate to
evaluate the inflammatory response. Analyses were also performed on
bronchoalveolar lavage fluid to determine total and differential cell counts, protein
concentration, and hydrogen peroxide production to assess inflammation and
oxidative stress. The phenotypic characterization of pulmonary immune cells was
performed by flow cytometry. For the analysis of systemic inflammation,
hematological analyses (complete blood count) and immunophenotyping of spleen
cells were conducted. For the evaluation of the intestinal tract, morphological and
functional analyses of the intestine were performed, including intestinal
measurements and quantification of intestinal permeability. In the lungs, no
statistically significant differences were observed between the DHA-supplemented
group and the infected-only group. In contrast, supplementation with DHA-rich
omega-3 prevented intestinal shortening and reduced, albeit not significantly,
permeability. These results highlight the importance of considering differences in
pathogenic profiles between Plasmodium strains when investigating nutritional or
immunomodulatory approaches.

Keywords: severe malaria, lung injury, omega-3 PUFAs
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1. INTRODUCAO

1.1 Omega 3 e sua importancia na salde

Ja se sabe que uma alimentagdo saudavel e equilibrada ¢é de extrema
importancia para um bom funcionamento do organismo, incluindo o sistema
imunoldgico. Os lipidios presentes na dieta sdo fontes de acidos graxos essenciais
para o organismo humano, como os acidos linolénico e a-linolénico (ALA), que sao
sintetizados em plantas e podem ser encontrados na dieta humana como
componente de algumas folhas verdes, nozes, sementes e Oleos vegetais. Tais
acidos graxos sao importantes para o balango energético, biossintese de
membranas, produgdo de eicosanoides. Além disso, atuam na manutencido das
fungdes cerebrais e transmissdo de impulsos nervosos, participam da transferéncia
do oxigénio para o plasma sanguineo, da sintese de hemoglobina e da diviséo
celular. Os acidos graxos essenciais ndo sao sintetizados pelo organismo humano
e, por isso, devem ser obtidos através da dieta (Martin et al., 2006).

Os acidos graxos podem ser classificados em acidos graxos saturados, que
sdo aqueles que nao apresentam ligagdes duplas em sua cadeia hidrocarbonada,
acidos graxos monoinsaturados (MUFAs), que possuem uma dupla ligagdo na
cadeia e, acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), que sao aqueles que apresentam
duas ou mais ligacbes duplas na sua cadeia hidrocarbonada (Calder, 2015). Os
acidos graxos da familia 6mega-3 (n-3) sao acidos graxos poliinsaturados
caracterizados por apresentar a ultima ligagdo dupla entre os carbonos 3 e 4 na
cadeia de hidrocarbonetos, contando o carbono metil terminal como numero um.
Dentre os acidos graxos n-3 de cadeia longa encontram-se o acido
eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA), que estao presentes
em grandes quantidades em peixes e outros frutos do mar (Calder, 2015) podendo
ser sintetizados a partir do ALA pela agcdo de enzimas dessaturases e elongases
(Sun et al., 2018), embora essa via metabdlica ndo seja muito eficiente (Calder,
2015). Ja os acidos graxos n-6 sao uma familia de acidos graxos poliinsaturados
caracterizados por possuirem a ultima ligagdo dupla entre os carbonos 6 e 7 da
cadeia, contando o carbono metil terminal como o numero um. O principal acido

graxo n-6 é o acido araquiddnico (ARA), que é sintetizado a partir de acidos graxos



n-6 mais simples, derivados de plantas, pela mesma via que ocorre a sintese de
EPA (Calder, 2015).

Vaérios estudos sugerem que os seres humanos evoluiram com uma dieta
equilibrada, ou seja, com as mesmas proporgdes de acidos graxos essenciais n-3 e
n-6. No entanto, nas dietas ocidentais modernas, essas propor¢dées mudaram
drasticamente, passando para uma dieta rica em acidos graxos n-6 e deficiente em
n-3 (Simopoulos, 2002). Contudo, ja é bem estabelecido que quantidades
excessivas de n-6 e uma proporgado alta de n-6/n-3 resultam na patogénese de
diversas doengas como cancer, doencas cardiovasculares e doengas inflamatorias
e autoimunes. Ja uma dieta rica em acidos graxos poliinsaturados da familia n-3,
com uma baixa propor¢cdo n-6/n-3, apresenta efeitos supressores na resposta
imune (Simopoulos, 2002).

Nos ultimos anos, os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) da familia do
n-3, como o EPA e o DHA ganharam papel de destaque em muitos estudos, uma
vez que apresentam importantes efeitos anti-inflamatorios, e atuam produzindo
metabdlitos pré-resolugdo como, protectinas, maresinas e resolvinas (Martin et al.,
2006). Durante processos inflamatorios, sao sintetizados, a partir de lipidios
presentes nas membranas celulares, o0s eicosanoides, que sdo mediadores
inflamatorios lipidicos (Rodriguez-Cruz; Serna, 2017). O acido araquiddnico,
derivado do n-6, presente em grande quantidade nas membranas celulares, &
utilizado para sintetizar eicosandides, como prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos que estdo associados a atividade inflamatéria (Calder, 2016).
Entretanto, a suplementacéo dietética com acidos graxos poliinsaturados da familia
do n-3 é capaz de modificar, de forma dependente do tempo e da dose, o perfil de
acidos graxos na membrana celular por meio da competigdo com outros acidos
graxos presentes na membrana quando em altas quantidades, dando origem a
eicosanoides de perfil anti-inflamatoério a partir do EPA e do DHA (Calder, 2016;
Trebble et al., 2003). Além disso, esses lipidios podem se incorporar a membrana
de células inflamatérias e interferir na organizacdo dos dominios lipidicos
conhecidos como rafts, o que impede a ativacao do receptor Toll-like 4 (TLR-4) e,
consequentemente, a sinalizagdo da via mediada pelo fator de transcrigdo NF-kB,
um dos principais reguladores da expresséo de genes pro-inflamatorios. Ademais, o

EPA e o DHA, uma vez mobilizados da membrana pela agdo da enzima fosfolipase



A2, sdo capazes de ativar o fator de transcricdo PPAR-y (receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama), que exerce efeito anti-inflamatorio ao impedir a
translocagcao do NF-kB para o nucleo, contribuindo para a supressado da resposta

inflamatoria exacerbada (Kong et al., 2010; Krey et al., 1997; Novak et al., 2003).
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Figura 1: Mecanismos pelos quais os acidos graxos poliinsaturados da familia
6mega-3 podem alterar a resposta imunolégica. A alteragdo no fornecimento de acidos
graxos € capaz de modificar a composi¢ao dos fosfolipidios das células imunes, causando
alteracbes na membrana (balsas lipidicas - rafts, ordem e trafego), nas vias de transducéao
de sinal/expressao génica e nos mediadores lipidicos, o que resulta na alteracdo das
fungdes das células imunes e, consequentemente, na resposta imune. Fonte: Adaptado de
Calder, 2007.

1.1.1 Omega 3 e tratamento contra doengas

Os estudos acerca dos efeitos anti-inflamatérios associados aos acidos
graxos poliinsaturados da familia n-3 vém crescendo ao longo dos anos. Ja em
1980, Kromann e Green demonstraram que o alto consumo de n-3 estava
associado a baixa incidéncia de doencas autoimunes e inflamatérias, como
psoriase, asma e diabetes tipo 1 (Kronmann; Green, 1980). Anos depois, 0
conhecimento acerca da importancia desses acidos graxos na saude continua se

ampliando tanto no contexto nutricional quanto no da saude, levantando hipoteses



quanto ao seu uso como terapia adjuvante no combate a doengas de diferentes
etiologias.

Alguns estudos demonstraram, in vitro, que o tratamento com DHA foi capaz
de impedir a destruicdo de células do sistema nervoso em infecgdes por Zika virus
(Braz-de-Melo et al., 2019). Além disso, ja foi observado que moléculas de n-3
podem atuar na microbiota intestinal, uma vez que alteraram populagdes distintas
de bactérias em pacientes tratados com capsulas ou por meio da ingestdo de
alimentos ricos em n-3 (Costantini et al., 2017). Essa modulagao da microbiota e os
estimulos ao sistema imunolégico resultam na melhora de quadros graves de
doenca celiaca e doenga de Crohn (Costantini et al., 2017).

Ademais, os acidos graxos da familia do n-3 tém sido recomendados na
terapia de pacientes com cancer, incluindo cancer de pulmao, devido a sua
capacidade de inibir a progressao ou reduzir as complicagdes da doenca (Vega et
al., 2021). Além disso, foi demonstrado que a administragdo enteral de uma férmula
nutricional contendo PUFAs em pacientes com SDRA foi capaz de melhorar
significativamente a oxigenacgao, a ventilagédo e a complacéncia pulmonar (Singer et
al., 2009).

Em se tratando de doencas parasitarias, um estudo mostrou que pacientes
chagasicos crénicos que receberam suplementacédo com capsulas de dleo de peixe
apresentaram aumento nos niveis séricos de IL-10, além de niveis reduzidos de
triglicerideos (Silva et al., 2017). Os estudos com espécies de Plasmodium datam
de algumas décadas, mas pouco se sabe sobre os efeitos do n-3 nas formas
graves da doenga. Um trabalho mostrou que camundongos tratados com dleo de
peixe e infectados com P. berghei e P. yoelii apresentaram aumento na
sobrevivéncia e redugdo da parasitemia (Levander et al.,1989). Ja Block e
colaboradores demonstraram que camundongos infectados com P. berghei K173 e
tratados com o6leo de peixe, apresentaram aumento na sobrevivéncia e nao
desenvolveram malaria cerebral, no entanto ndo houve redugcdo na parasitemia
circulante (Block et al., 1992). Recentemente nosso grupo demonstrou que a
suplementagao com 6leo de peixe rico em DHA foi capaz de proteger camundongos
C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA de desenvolver malaria cerebral
(Carpinter et al., 2024). Além disso, também demonstramos que a suplementagao

com 6leo de peixe rico em DHA minimizou os danos pulmonares em camundongos



C57BL/6 infectados com Pb. ANKA (David-Vieira et al., 2024). No entanto, ndo esta
estabelecido se os efeitos observados nesta cepa podem ser extrapolados para

outras cepas de Plasmodium, como P. berghei NK65.

1.2 Malaria: breve historico

A malaria € uma doenga parasitaria de carater infeccioso agudo causada por
protozoarios do género Plasmodium. Popularmente, a malaria também é conhecida
como febre terca, febre quarta, paludismo ou maleita, entre outras denominagdes.
Trata-se de uma das doengas mais antigas registradas na historia, possivelmente

presente entre os humanos ha milhares de anos (Cox, 2010).

Embora existam relatos antigos sobre a malaria, os plasmddios sé foram
descritos no final do século XIX pelo médico e pesquisador Alphonse Laveran.
Durante a analise de amostras de sangue de pessoas infectadas, Laveran
identificou pequenas estruturas pigmentadas dentro das células sanguineas,
utilizando laminas de sangue fresco e lentes com ampliagdo de apenas 400x (Cox,
2010). Inicialmente, sua teoria de que a malaria era causada por protozoarios
parasitas enfrentou forte resisténcia da comunidade cientifica. Muitos
microbiologistas rejeitaram suas conclusdes, e foram necessarios sete anos de
debates e demonstracdes para que Laveran convencesse cientistas renomados
como Louis Pasteur, Emile Roux e Robert Koch sobre a validade de sua
descoberta. Em reconhecimento ao impacto de seu trabalho, Laveran recebeu, em
1907, o Prémio Nobel de Medicina, consolidando sua contribuicdo a ciéncia e a

compreensao da malaria como uma doenga parasitaria (Bruce-Chwatt, 1981).

Estima-se que a introducdo da malaria no Brasil esteja associada a
colonizacdo europeia e ao trafico de escravos, com estudos sugerindo que
Plasmodium falciparum foi aqui inserido por volta de 1560 (Yalcindag et al., 2012).
Diversos eventos historicos relacionados ao desenvolvimento do pais contribuiram
para a disseminacdo da doenga. Apos a aboligdo da escravatura, areas
previamente drenadas foram abandonadas, favorecendo o surgimento de

criadouros de mosquitos. Além disso, atividades econémicas como a extragdo de



borracha e projetos de expansao territorial, incluindo a construgdo de ferrovias,
levaram trabalhadores para o interior do Brasil e para a regido amazodnica,
intensificando a propagacédo da malaria e o surgimento de surtos registrados ao

longo da histéria no pais (Deane, 1986).

Diante disso, durante anos, médicos sanitaristas e pesquisadores, como
Carlos Chagas e Oswaldo Cruz, foram frequentemente chamados para atuar em
diferentes regides endémicas do Brasil, com o objetivo de controlar a disseminacao
da malaria. As medidas profilaticas implementadas durante esse periodo se
mantiveram em vigor por muitos anos, contribuindo significativamente para a quase
erradicacdo da malaria nas areas extra-amazénicas do pais. E foram a base para
as acbes que prevalecem atualmente em campanhas de eliminacdo da doenca
(Griffing et al., 2015).

1.3 Distribuicdo mundial da malaria

Nos dias atuais, a doenga ainda se apresenta como um grave problema de
saude publica, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta.
Segundo a Organizagao Mundial da Saude, em 2023, houve cerca de 263 milhdes
de casos e 597.000 mortes por malaria em 83 paises endémicos (World Health
Organization, 2024). A maior incidéncia de casos de malaria ocorre na Africa, no
Sudeste Asiatico e nas Américas Central e do Sul. Dentre estas, a regiao africana é
a detentora da maior concentragao global de casos da doenca: 94% dos casos (246
milhdes) e 95% (569.000) das mortes causadas pela doenga. Nesse continente o
principal grupo de risco sdo criangas africanas de até 5 anos de idade (World
Health Organization, 2024).
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Figura 2: Areas com ocorréncia de malaria no mundo. Distribuigdo dos casos de
malaria no mundo. Fonte: Adaptado de WHO, 2024.

Nas Ameéricas, cerca de 505.600 casos e 116 mortes pela doenga foram
registrados em 2023. Com isso, entre os anos de 2015 e 2023 houve um aumento
de 5% no numero de casos reportados e uma reducgao de 31% no numero de
mortes por malaria na regido (World Health Organization, 2024).

No Brasil, a regido amazonica, que compreende os estados do Acre,
Amazonas, Para, Amapa, Roraima, Rondénia, Tocantins, Maranh&o e Mato Grosso,
€ considerada area endémica para malaria, com mais de 99% dos casos
autoctones. Nas areas fora da regido amazodnica, os casos registrados sao
importados dos estados pertencentes a area endémica ou de paises endémicos
(Ministério da Saude, Brasil, 2024). Dados do Ministério da Saude apontam
reducdes subsequentes na frequéncia de casos de malaria a partir de 2019 até
2022, com a mais expressiva sendo de 18,4%, em 2019, quando foram registrados
153.268 casos autoctones. Em 2023, foram notificados 140.265 casos autéctones
da doencga, ou seja, houve um aumento de 8,8% em comparagao ao ano anterior.
Vale ressaltar que a pandemia de COVID-19, iniciada em 2020 impactou os
programas de controle da malaria, e, apesar do pais ter apresentado uma redugao

de 19,1% no primeiro semestre de 2020, quando comparado com 0 mesmo periodo



de 2019, o Brasil enfrentou desafios com a interrupg¢ao de agdes de controle vetorial
em municipios endémicos (Ministério da Saude, Brasil, 2020). Apesar das
dificuldades, a retomada gradual das agbes resultou em estabilizagdo e posterior
redugcao dos Obitos associados a doenga, que passaram de 58 em 2021 para 50 em
2022 e 63 em 2023 (Ministério da Saude, Brasil, 2024).

Classificagdo de risco - IPA 2023
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Muito baixo risco

Baixo risco 5 S
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Classificagdo da Incidéncia Parasitdria Anual (IPA): Sem transmissdo - 0 casos autdctones; Muito baixo risco -
IPA <1 caso/1.000 habitantes; Baixo risco - IPA <10 casos/1.000 habitantes; Médio risco - IPA <50 casos/1.000
habitantes; Alto risco - IPA >50 casos/1.000 habitantes.

Figura 3: Risco de infecgao por malaria por municipio no Brasil. Fonte: Sivep-Malaria
atualizado em 01/10/2024.

1.4 O parasito e seu ciclo evolutivo no hospedeiro vertebrado

A maléria € uma doenga que possui como agente etiolégico protozoarios
parasitos do género Plasmodium. Estes sao organismos intracelulares obrigatérios
que pertencem ao filo Apicomplexa, classe Aconoidasida, ordem Haemosporida e
familia Plasmodiidae (Antinori et al., 2012; Collins, 2012). Os representantes deste
filo sdo caracterizados pela presenga do complexo apical, que € um conjunto de
estruturas e proteinas de grande importancia na invasao celular (Gaur; Chitnis,
2011). O género abriga mais de 150 espécies, que em sua maioria sao

hospedeiro-especificas (Singh; Daneshvar, 2013), e dentre as espécies descritas,



apenas sete sdo capazes de infectar os seres humanos, sendo elas: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malarie,
Plasmodium knowlesi, Plasmodium simium e Plasmodium cynomolgi (WHO, 2024).
Destas, P. falciparum apresenta maior morbidade e mortalidade, sendo responsavel
por causar a forma grave da doencga (Wright, 2010), enquanto P. vivax possui maior
distribuicdo e também pode causar as formas graves da doenga e até mesmo levar
ao Obito, mesmo que raramente (Lacerda, 2007). No Brasil, sdo registrados
especialmente casos de malaria pelas espécies P. falciparum, P. vivax, P. malarie.
No final da década de 80, o numero de casos de malaria vivax ultrapassou os casos
de malaria falciparum e desde entdo tem sido a forma predominante, sendo
responsavel por mais de 80% dos casos de malaria no pais (Ministério da Saude,
Brasil, 2024). Nos ultimos anos, porém, vem ocorrendo no sudeste do Brasil um
aumento no numero de casos de infecgdbes humanas causadas por P. simium
(Albuquerque et al., 2025), apesar de ter sido descrita inicialmente como espécie
especifica de primatas ndo humanos. Infecgcdes por estas espécies sdo raras e
relatadas como acidentais. No entanto, a frequéncia destas infeccdes pode estar
sendo subnotificada devido a dificuldade na identificagdo dos parasitos durante o
diagndstico (Ashley; Pyae Phyo; Woodrow, 2018; Brasil et al., 2017).

Os plasmodios apresentam um ciclo de vida heteroxénico, ou seja,
necessitam de dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado (Garnham,
1966) (Figura 3). A doenca é transmitida ao hospedeiro vertebrado através da
picada da fémea do mosquito do género Anopheles infectado. Esses insetos estao
incluidos na ordem dos dipteros, na familia Culicidae. No Brasil, as espécies
encontradas sao Anopheles darlingi, A. aquasalis, A. albitarsis, A. cruzii e A. bellator
(FIOCRUZ, 2016), sendo a primeira o principal vetor, por apresentar ampla
distribuicdo geografica e habitos antropofilicos com atividade durante a noite e
picos nos crepusculos matutinos e noturnos (Tadei; Thatcher, 2000).

A infeccdo no hospedeiro vertebrado se inicia quando o inseto vetor
infectado, durante o repasto sanguineo, inocula esporozoitos na derme do
hospedeiro. A saliva do mosquito contém substancias vasodilatadoras que
facilitardo a saida dos parasitos da derme e a passagem dos esporozoitos para a
corrente sanguinea. No entanto, estes podem ficar retidos na derme, onde véao

gerar uma resposta imune e serem degradados ou adentrarem os vasos linfaticos e



sofrerem degradacgao nos linfonodos (Amino et al., 2006). Entretanto, os parasitos,
em sua maioria, conseguem invadir 0os vasos sanguineos por meio de um
movimento denominado “gliding”, que ¢é proporcionado, principalmente, pela
proteina adesiva relacionada a trombospondina (TRAP) (Trottein et al., 1995) e pela
proteina circusporozoita (CS), ambas presentes na superficie do parasito (Cowman,
2016). Apos alcangarem a corrente sanguinea, chegam rapidamente ao figado,
onde sdo capazes de invadir os hepatdcitos (Amino et al., 2006). Esses organismos
precisam atravessar o0s sinusoides hepaticos para alcangar os hepatdcitos,
utilizando as células de Kupffer como passagem. As células de Kupffer sao
macrofagos teciduais que fazem a ligagcdo entre os sinusoides e os hepatocitos
(Tavares et al., 2013), e embora tenham funcédo fagocitica, sdo atravessadas
ativamente pelos esporozoitos (Frevert et al., 2005). Estes séo capazes de exercer
algumas agdes sobre as células do hospedeiro para que nao sejam degradados e
consigam alcancar os hepatdcitos, como por exemplo, induzir a produgdo de
citocinas anti-inflamatérias ou a apoptose destas células, evitando que estas sejam
capazes de processar o parasito e apresentar antigenos para as células do sistema
imunologico do hospedeiro (Lindner; Miller; Kappe, 2012).

Nos hepatdcitos, os esporozoitos dao origem a vacuolos parasitéforos
através de invaginacbes da membrana plasmatica da célula do hospedeiro e,
dentro destes, se diferenciam em trofozoitos. Neste momento iniciam um estagio de
reproducao assexuada denominada esquizogonia tecidual (Bano et al., 2007). Os
trofozoitos dao origem a esquizontes e estes, posteriormente, originarao milhares
de merozoitos hepaticos, formas invasivas para os eritrécitos. Os merozoitos
hepaticos sdo liberados na corrente sanguinea envoltos em vesiculas chamadas
merossomas (Sturm et al., 2006). As espécies P. vivax e P. ovale desenvolveram a
capacidade de formar hipnozoitos, que sao formas latentes do parasito que
permanecem nos hepatocitos, podendo causar a doenga semanas ou até anos
apos a infecgdo, as chamadas recaidas tardias (Amino et al., 2006).

Uma vez na corrente sanguinea, os merozoitos invadem rapidamente as
hemacias e iniciam o processo de esquizogonia sanguinea (multiplicagao
assexuada), onde se transformam nas formas jovem e madura dos trofozoitos que,
posteriormente, se diferenciam em esquizontes, que originardo merozoitos

sanguineos, que serao liberados para a infecgdo de novas hemacias. Ao longo do
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processo de desenvolvimento dos parasitos no sangue, ocorre também a formagao
dos gametocitos masculino e feminino, que sdo as formas responsaveis pela
reproducdo sexuada do parasito e sua perpetuagdo no inseto vetor (Castro;
Rodrigues, 2009). Durante a diferenciagdo, no momento em que ocorre o
rompimento das hemacias, sédo liberados metabdlitos como, glicofosfatidilinositol
(GPI), moléculas presentes na superficie do parasito que s&o capazes de ativar o
sistema imune através da via fator nuclear kB (NFkB), gerando uma resposta
inflamatdria por meio de macréfagos e produgao de citocinas (Tachado et al., 1995);
e hemozoina, também chamada de pigmento malarico, € um subproduto da
metabolizacdo da hemoglobina pelos parasitos. Nesse processo, os grupamentos
heme sado convertidos em uma substancia nao toxica para o seu desenvolvimento
(Arese; Schwarzer, 1997), no entanto, quando liberada na corrente sanguinea, esta
atua como agente pirogénico, contribuindo para ativagdo de células do sistema
imunoldgico, produgao de citocinas e estimulando mondcitos a produzirem TNF-q,
acarretando picos febris caracteristicos da doenga (Shio et al., 2010). As febres,
tipicas na malaria, ocorrem em 24 horas para P. knowlesi, 48 horas para P.

falciparum, P. vivax e P. ovale e 72 horas para P. malarie (De Souza; Riley, 2002).
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Figura 4: Ciclo biolégico das espécies de Plasmodium infectantes para o homem.

Adaptado de White, N.J. e colaboradores, 2014. Os esporozoitos do parasito sao
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inoculados no hospedeiro, iniciam o ciclo hepatico e geram merozoitos, que invadem
hemacias e realizam o ciclo sanguineo, onde ha o desenvolvimento de trofozoitos e a
formagdo de esquizontes, 0s quais geram novos merozoitos ou entdo levam a
diferenciacédo dos gametdcitos. Os gametocitos ingeridos pelo mosquito realizam o ciclo

sexuado, gerando novos esporozoitos para infectar outro hospedeiro.

1.5 Malaria complicada e ndo complicada

Independentemente da espécie de plasmaddio infectante, a malaria leva a
manifestagdo de sintomas clinicos classicos como paroxismo malarico,
caracterizado por episédios de calafrios, febre e sudorese, muitas vezes
acompanhados de mal-estar, nauseas e vémitos (Franga et al., 2008). No entanto,
em casos em que nao ha tratamento ou que este é feito de forma ineficaz, ou casos
em que o diagnostico é tardio, a doenga pode evoluir para formas graves (malaria
grave), na qual sdo comuns complicagdes como, anemia grave, trombocitopenia e
manifestagdes renais, pulmonares e cerebrais, que podem levar ao o6bito. Além
disso, mulheres gravidas podem apresentar acometimento placentario (Tan et al.,
2008). A malaria grave ocorre mais frequentemente nas infecgdes por P. falciparum,
mas também pode ocorrer em infec¢bes por P. vivax e P. knowlesi. O
desenvolvimento da doenca depende de varios fatores relacionados tanto ao
hospedeiro como a vulnerabilidade e o estado imunoldgico quanto ao parasito como
a espécie infectante e a densidade parasitaria (Gomes et al., 2011), além de
questdes sociais e geograficas (Miller et al., 2002). Tratando-se dos aspectos do
hospedeiro, as condigdes de risco para o desenvolvimento de malaria grave (MG)
compreendem incluem idade inferior a 6 meses, entre 5 anos, ou superior a 65
anos, gravidez, estado imunoldégico comprometido, auséncia de profilaxias contra a
doenca, tratamento inadequado e o estado da doenca no momento da admissao
(Trampuz et al., 2003). Contudo, as manifestagdes graves afetam, principalmente,
criangas africanas que vivem em locais com dificil acesso aos servigos de saude, e
0s Obitos nessa faixa etaria estdo normalmente associados a anemia grave e a
malaria cerebral (MC) (Marsh et al.,1996). Com isso, a maioria dos obitos

registrados por malaria estdo relacionados a infecgdo por P falciparum.
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Contudo,6bitos por P. vivax vém sendo cada vez mais notificados, inclusive no
Brasil (Trampuz et al., 2003).

Dentre as complicagbes da decorrentes da malaria grave destacam-se:

a. A anemia grave ocorre mais frequentemente nas infec¢des por
Plasmodium vivax, acomete principalmente criangas, mas também pode ocorrer em
adultos. Durante a infecgao malarica, os parasitos rompem as hemacias infectadas
levando-as a destruicdo. No entanto, sabe-se que o principal mecanismo
relacionado a anemia grave é a destruigao tanto das hemacias parasitadas quanto
das saudaveis no baco (Abdalla, 1988). Ha evidéncias de que para cada hemacia
destruida na infeccao por P. falciparum, 35 sao destruidas na infecg¢ao por P. vivax
e que essa destruicdo ocorre devido a alteragdes na membrana das células,
resultando em mudangas no formato, além da expressao de proteinas do parasito,
que levam a fagocitose pelas células imunoldgicas presentes no bago (Abdalla,
1988). Nas hemacias sadias, a adsorg&o de antigenos e substancias resultantes do
metabolismo do parasito na membrana da célula leva a sua destruicdo pelo baco,
especialmente durante a infecgdo (Engwerda et al., 2005). Outro fator importante é
a produgao de citocinas e de hemozoina pelos parasitos, uma vez que estes
influenciam na produgédo de células na medula Ossea, resultando em uma
eritropoiese ineficaz (Casals-Pascual et al., 2008). Nesse sentido, a anemia grave
pode acarretar quadros de hipdxia tecidual e acidose metabdlica (White, 2018).

b. A acidose metabdlica é caracterizada pelo acumulo de acido latico,
derivado da quebra da glicose por via anaerébica (Day et al., 2000). Durante a
infecgdo malarica isso ocorre devido a obstrugcdo dos capilares pelas hemacias
parasitadas, que resulta na falta de oxigenagado tecidual, levando as células a
realizarem respiragdo anaerdbica (Ashley et al., 2018). O acumulo de acidos no
organismo causa danos teciduais, uma vez que altera a estrutura de enzimas,
o metabolismo (Day et al., 2000).

c. A trombocitopenia é uma manifestagcdo hematolégica comum na malaria,
especialmente quando causada por P vivax (Lacerda et al., 2011). Estudos
sugerem que uma hipdtese para a ocorréncia de plaquetopenia € o sequestro de
plaquetas no bago, como resultado da ligagdo especifica de IgG a antigenos

malaricos ligados a plaquetas (Grau et al., 1988). Além disso, um estudo realizado
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em humanos mostra que os mecanismos relacionados a trombocitopenia na
malaria sao destruicdo periférica, intenso sequestro de plaquetas no baco e uso
excessivo de plaquetas associado ao fendmeno da coagulagdo intravascular
disseminada (Gupta et al., 2013).

d. Em relacéo a faléncia renal, esta ocorre mais frequentemente em adultos
com malaria grave e é caracterizada por uma disfungdo homeostatica que ocorre
devido a incapacidade de levar um balanco acido-base por meio da produgcao de
ions de bicarbonato, interferindo na concentragdo de acidos no organismo
(Wassmer; Grau, 2016). O comprometimento renal pode ocorrer devido a diversos
fatores como o acumulo de complexos imunoldgicos nos glomérulos (Wassmer;
Grau, 2016), em razdo da hemolise de hemacias parasitadas e nao parasitadas,
além da hipoxia tecidual resultante da adeséao de eritrécitos parasitados e também
ao desenvolvimento de sepse e ictericia, que sdo causadas pelo aumento dos
niveis séricos de bilirrubina (Mathew; George, 2011).

e. Se tratando da malaria placentaria, esse quadro se desenvolve,
principalmente, quando mulheres gravidas sao expostas, pela primeira vez, a
infeccdo por P. falciparum. No entanto, estudos demonstraram que mesmo sem
evidéncia direta de parasitos ou pigmento malarico na placenta, mulheres gravidas
expostas a P. vivax apresentaram alteragbes histopatologicas significativas na
placenta (Souza et al.,, 2013). Nas infec¢gdes por P. falciparum os parasitos
expressam na superficie dos eritrocitos parasitados a PfEMP-1, que se liga a
condroitina sulfatada A (CSA) presente na placenta (Rogerson et al., 1995). Esse
quadro pode acarretar prejuizos no desenvolvimento fetal, levando ao nascimento
prematuro do bebé, assim como o nascimento com baixo peso ou até mesmo o
obito da crianga. Além disso, a mae pode desenvolver anemia grave, ou ir a 6bito
devido a ocorréncia de hemorragias (Centrals for Disease Control and Prevention,
2021).

f. A malaria cerebral ocorre, principalmente, nas infec¢des por P. falciparum e
apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade, uma vez que o rapido
desenvolvimento do quadro clinico leva os pacientes ao coma ainda nas primeiras
24 horas apos o aparecimento dos sintomas. Ademais, ainda podem ocorrer o
aumento da presséao intracraniana, convulsdes, confusdo mental, ataxia e paralisia

parcial (Boivin et al., 2007; Idro et al., 2005). Esse quadro é caracterizado pela
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adesao de eritrocitos parasitados ao endotélio de microvasos da circulagéo
sanguinea cerebral, por meio das proteinas de superficie (PfEMP-1) expressas na
membrana das células parasitadas (Engwerda et al., 2005). Além disso, a formagao
de rosetas, aglomerados celulares e leucécitos também desempenha papel
importante no processo de obstrugao (Pain et al., 2001; De Souza et al., 2010). A
obstrugdo dos capilares resulta no impedimento do fluxo sanguineo no local, que
pode levar a hipdxia tecidual, aumento da pressao intracraniana com edema
cerebral, ativacdo endotelial, rompimento da barreira hematoencefalica,

hemorragias e disfungao no processo de coagulagcao (Wassmer et al., 2008).

1.5.1 Malaria Pulmonar

O sistema respiratorio € composto pelas vias aéreas e pelos pulmdes, e
estes s&o responsaveis pela respiragdo, ou seja, entrada e saida de ar. Essa troca
de gases é essencial para o funcionamento dos tecidos e 6rgdos do corpo. A
entrada de oxigénio e a eliminagao de didéxido de carbono sdo processos essenciais
para a manutencdo da homeostase, além disso, também influenciam na
manuteng¢ao do equilibrio acido-base, fonagao, olfato e termorregulagao (perda de
calor) (Dormans, 1996).

A ventilagdo pulmonar depende da interagao entre o gradil costal, musculos
do tronco e abdémen e a resisténcia das vias aéreas, o que permite que o ar entre
e saia dos pulmdes por meio de diferengas de pressao, chegando até os alvéolos,
onde ocorre a troca de gases entre 0 ar e 0 sangue, processo denominado
hematose (Dormans, 1996; Constanzo, 2014). O ar percorre inicialmente as zonas
condutoras, que sao constituidas por brénquios e bronquiolos que se ramificam até
alcancar a zona respiratoria. Essas vias sao revestidas por células ciliadas e
secretoras de muco que sao responsaveis por conduzir, aquecer, umidificar e filtrar
o ar, removendo particulas inaladas (Constanzo, 2014). Além disso, a musculatura
lisa dessas vias € inervada pelo sistema nervoso simpatico, cujos receptores -
promovem relaxamento e dilatacdo, e também pelo sistema nervoso
parassimpatico, que, através de receptores muscarinicos, induz constricéo,

aumentando a resisténcia ao fluxo de ar (Dormans, 1996).
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A zona respiratéria € composta por bronquiolos respiratorios, ductos
alveolares e sacos alveolares, que contém alvéolos, que sao estruturas
especializadas na troca gasosa. Cada pulmao apresenta milhdes de alvéolos, cujas
paredes delgadas e extensas facilitam a difusdo de oxigénio para o sangue e a
eliminacao de diéxido de carbono (Dormans, 1996; Costanzo, 2014). Os alvéolos
sao revestidos por células epiteliais denominadas pneumdacitos tipo |, responsaveis
pela troca gasosa, e pneumdcitos tipo |l, que produzem surfactante pulmonar,
substancia essencial para reduzir a tensao superficial e prevenir o colapso alveolar
(atelectasia) (Constanzo, 2014; Freddi et al., 2013). Além disso, também estao
presentes macrofagos alveolares, que s&o responsaveis pela remogao de particulas
e detritos celulares, mantendo a integridade alveolar (Constanzo, 2014).

A perfusdo alveolar ocorre por meio dos capilares derivados da artéria
pulmonar, cuja resisténcia € modulada por fatores locais, principalmente a
concentracdo de oxigénio (Dormans, 1996). Paralelamente, a circulagdo brénquica
fornece sangue para as vias condutoras, embora n&o participe das trocas gasosas
(Freddi et al., 2013). Desta maneira, alteracbes na ventilagdo, perfusdo, trocas
gasosas ou estrutura pulmonar, como as que podem ocorrer durante a infeccao
malarica, podem comprometer a oxigenacado tecidual e gerar efeitos sistémicos
significativos.

Embora o dano tecidual pulmonar associado a malaria seja descrito ha mais
de dois séculos, o entendimento dos mecanismos envolvidos na patologia, assim
como das abordagens terapéuticas mais eficazes, ainda permanece limitado. As
complicagbes pulmonares se apresentam como uma das manifestagdes mais
graves da doenga (Brooks et al., 1968), e sdo comuns em infec¢gdes causadas por
P. falciparum e P. vivax (Tan et al., 2008), porém podem ocorrer em decorréncia da
infeccao por P. ovale (Haydoura et al., 2010), P. malarie (Lozano et al., 1983) e P.
Knowlesi (Wiliam et al., 2011). Os pacientes podem apresentar desde
manifestagdes clinicas discretas relacionadas as vias aéreas superiores até
complicagbes graves como hipoxemia grave, edema pulmonar, lesdo pulmonar
aguda (LPA) e sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA) (Taylor et al.,
2012).

A SARA pode ocorrer simultaneamente a outras sindromes como a malaria
cerebral (Blanloeil et al., 1980; Taylor et al., 2006; Taylor; White, 2002), ou de forma
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isolada, principalmente em adultos, com uma frequéncia de 5% a 25%, e em até
29% em mulheres gravidas. Alguns estudos tém mostrado que pacientes com
malaria grave desenvolveram SARA, durante ou apos o tratamento com
antimalaricos, quando ja nao apresentavam mais parasitemia detectavel, o que
sugere que fatores do hospedeiro estdo associados a patogénese da sindrome.
Além disso, alguns antigenos do parasito podem permanecer por algum tempo no
organismo mesmo apos o tratamento da doencga (Taylor et al., 2012).

A manifestacdo pulmonar mais frequente durante a infeccdo malarica € o
edema pulmonar (Figura 4), caracterizado pelo aumento da permeabilidade da
barreira alvéolo-capilar, o que promove a perda de fluido do compartimento
intravascular para o espaco alveolar, acarretando o acumulo de liquido nos alvéolos
(Taylor et al., 2006; Taylor e White, 2002). Esse processo € acompanhado pelo
influxo de macrofagos e ativagao de uma resposta inflamatodria intravascular. Neste
contexto, a resposta imune local pode contribuir para a obstrucdo das vias aéreas,
comprometendo a ventilagdo e as trocas gasosas (Anstey et al., 2002; Taylor et al.,
2006).

Sabe-se que nas infec¢des por P. falciparum, o desenvolvimento da SARA
esta relacionado ao sequestro de hemacias parasitadas na microvasculatura
periférica (Anstey et al., 2007), o que resulta na obstrugdo da microcirculagao
pulmonar, levando a uma resposta inflamatéria exacerbada, marcada pela intensa
migracdo de células inflamatérias para o tecido pulmonar e elevada produgao de
citocinas. As citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-1, liberadas por
monaocitos e macréfagos, induzem a expressdo de mediadores inflamatorios como
IL-6 e CXCL-8/IL-8, além de induzir o aumento da expressdo de moléculas de
adesao endotelial e estimular a ativagao de macrofagos (MacPherson et al., 1985;
Mohan et al., 2008; Taylor;White, 2002). Ademais, os leucdcitos como macréfagos e
neutrofilos recrutados para o tecido contribuem para a formagao, em excesso, de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs), gerando estresse oxidativo
(Wink et al., 2011).

No entanto, nas infeccbes por P. vivax, a adesado ainda ndo é bem
compreendida. Embora alguns estudos recentes mostrem que P. vivax € capaz de
aderir ao endotélio, a intensidade com que esse fendbmeno ocorre € bem menor em

comparacgao a P. falciparum (Carvalho et al., 2010). Com isso, somente a obstrugao
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vascular ndo explica o desenvolvimento de SARA na malaria vivax. Somado a isso,
um estudo mostrou que o comprometimento pulmonar foi a principal causa de 6bito
em infecgdes por P. vivax, associado a um intenso infiltrado inflamatério e a
ocorréncia de edema pulmonar (Lacerda et al., 2012). Neste contexto, pode ser
observado que a infiltragcdo celular e a resposta inflamatéria local desempenham
papéis importantes na patogénese da injuria pulmonar.

O quadro clinico pode evoluir rapidamente para insuficiéncia respiratoria,
sendo o diagndstico muitas vezes dificultado pela semelhanga com os sintomas de
pneumonia. Os pacientes com SARA-MA apresentam sintomas clinicos como
tosse, dor toracica, dispneia intensa, expectoragcdao e desconforto respiratorio
acentuado (Rajput et al., 2000). No entanto, ainda ndo é reconhecido pela OMS

nenhum tratamento adicional contra a SARA-MA.
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Figura 5: Patogénese da malaria pulmonar grave. A infeccado malaria promove uma
resposta imunoldgica exacerbada caracterizada pela presencga de cristais de hemozoina,
frequentemente fagocitados por células do sistema imune, que contribuem para o
desenvolvimento da inflamagdo pulmonar. Além disso, pode ser observado intenso
infiltrado inflamatdrio, com predominancia de monécitos e macréfagos, além da presencga
de plaquetas nos vasos sanguineos, no tecido intersticial e nos alvéolos. A lesdo e a
apoptose das células endoteliais culminam no aumento da permeabilidade vascular e em

micro-hemorragias. Entre as alteracbes histopatolégicas identificadas, destacam-se a
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formacdo de membranas hialinas, o edema alveolar € o espessamento do espaco

intersticial. Fonte: Adaptado de Van de Steen et al., 2013.

1.5.2 Relagao da infeccdo malarica com o ambiente intestinal

A malaria € uma infeccdo sistémica que causa lesdes ou disfungbes em
diferentes 6rgaos (Sey et al., 2020). Alguns estudos ja relataram a ocorréncia de
sintomas gastrointestinais, incluindo nauseas, vomitos e diarreia em pacientes com
malaria vivax (Song et al., 2003). Além disso, ja se sabe que, principalmente em
casos de malaria grave, a infecgdo também pode aumentar a probabilidade dos
pacientes desenvolverem infecgdes bacterianas graves, uma vez que alteram o
sistema imunoldgico, causando um desequilibrio intestinal, o que faz com que o
organismo fique mais vulneravel a outras infecgdes, principalmente por
enteropatdogenos invasivos. Essas sao bactérias que atacam o intestino e
conseguem alcancgar a corrente sanguinea (Church; Maitland, 2014). Este quadro
ocorre em cerca de 6,5% das infec¢gdes graves de malaria e apresenta uma alta
taxa de mortalidade (Bronzan et al., 2007).

Diante disso, varios estudos vém tentando elucidar os mecanismos
envolvidos nessas patologias, uma vez que a relagao entre malaria e disturbios
gastrointestinais ainda ndo € bem compreendida. Um estudo realizado com ratos
mostrou associagcdo entre infeccdo malarica e inflamagdo cecal, aumento da
permeabilidade intestinal, infiltracdo mononuclear e mastocitose (Mooney et al.,
2015; Alamer et al., 2019; Chau et al., 2013). Ademais, Taniguchi e colaboradores
demonstraram que a infeccdo de camundongos C57BL/6 por Plasmodium berghei
ANKA, cepa do parasito responsavel por causar malaria grave em roedor, levou a
alteragdes patolégicas, especialmente na porgdo do intestino delgado,
caracterizadas por extensdao da largura e encurtamento das vilosidades e
sangramento decorrente da ruptura das vilosidades ou outros componentes da
mucosa. Esses achados foram acompanhados da ocorréncia de permeabilidade
intestinal e alteragdo da microbiota (Taniguchi et al., 2015; Karney e Tong, 1972).

A alteracdo na composicdo da microbiota (disbiose) intestinal pode
enfraquecer as barreiras protetoras, contribuindo para infeccées. Nesse sentido,

estudos em humanos ja demonstraram que a microbiota intestinal é capaz de
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modular a resposta imune durante a infec¢do malarica, atuando na produgao de
anticorpos e na inflamagédo (Elliot et al., 2022). Em trabalhos realizados com
camundongos, a disbiose foi capaz de alterar a gravidade da infecgdo por
Plasmodium. Atualmente acredita-se que alteragdes na microbiota intestinal, na
permeabilidade da mucosa intestinal e producédo de metabdlitos microbianos podem
modular a resposta inflamatéria sistémica, o que pode influenciar a gravidade das
injurias pulmonares. Isso ocorre devido ao eixo intestino-pulmdo, uma via
bidirecional de comunicagao entre o trato gastrointestinal e os pulmdes, mediada
por fatores imunoldgicos, microbianos e metabdlicos (Budden et al. 2017).

Neste contexto, muitos estudos sugerem que as manifestagcdes
gastrointestinais decorrentes da malaria sdo causadas pelos produtos liberados
pelas células do sistema imune como citocinas proé-inflamatérias, principalmente
fator de necrose tumoral (TNF) e pelas espécies reativas de oxigénio, que
desempenham papel de destaque no dano endotelial e epitelial. (Clark, 1987;
Parks; Bulkley; Granger, 1983). Além disso, durante a infecgdo também ocorre o
acometimento do figado e do pancreas, o que interfere no processo de absorgao
(Karney; Tong, 1972; Segal et al., 1974).

Sendo assim, terapias que visem reduzir o processo inflamatério durante as
infeccbes malaricas sdo de grande importédncia para minimizar os danos

gastrointestinais causados pela doenca.

1.6 - Resposta imune na malaria

@) reconhecimento do parasito pelo sistema imune do hospedeiro
desencadeia uma resposta inflamatdria intensa e imediata, com o objetivo de conter
a infeccdo. No entanto, essa ativagao rapida e robusta da imunidade inata esta
fortemente relacionada as manifestagdes clinicas da malaria, seja de forma direta
ou ao potencializar os efeitos da resposta imune adaptativa (Schofield, 2007;
Stevenson; Riley, 2004). Contudo, vale destacar que individuos expostos
repetidamente a infeccdo malarica desenvolvem uma imunidade natural. Nesses
individuos hiperimunes, a parasitemia tende a ser baixa, o que impede a ativagao
exacerbada das células da imunidade inata e, consequentemente, a infeccao

permanece assintomatica (Gazzinelli et al., 2014).
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A ativacédo da resposta imune inata depende do reconhecimento direto de
moléculas microbianas denominadas Padrbes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs). Além disso, a infeccdo pode promover danos celulares e
teciduais, que acarretam a liberacdo de componentes enddgenos do hospedeiro
conhecidos como Padrdes Moleculares Associados ao Dano (DAMPs), que também
contribuem para a amplificacdo da resposta inflamatéria. Tanto PAMPs quanto
DAMPs sao reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdes (PRPs)
que sao expressos pelas células do sistema imune inato (Broz; Monack, 2013;
Stuart et al., 2013). Dentre os PRRs, os receptores Toll-like (TLRs) detectam
PAMPs localizados na membrana plasmatica ou em endossomos, ja os receptores
do tipo RIG-I (RLRs) e os do tipo NOD (NLRs) atuam no citosol. Quando ativados,
esses receptores induzem diferentes programas transcricionais e acionam multiplas
vias de sinalizacdo envolvidas na resposta imune e na eliminagao do patégeno.
Portanto, a ativacdo exacerbada acarreta em inflamagdo sistémica e danos
teciduais (Gazzinelli et al., 2014).

Os PAMPs que apresentam grande destaque na infecgdo malarica sdo: as
ancoras glicofosfatidilinositol (GPIl), que s&o essenciais para a viabilidade do
parasito, que sao responsaveis por ancorar a maioria das proteinas de superficie a
membrana plasmatica do protozoario (Almeida; Gazzinelli, 2001). Além disso,
atuam induzindo a produgao de citocinas por macréfagos. Em macréfagos murinos,
a ativacao de receptores Toll-like por GPIs promove a sintese de 6xido nitrico e
citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-1B (Gazzinelli; Denkers, 2006;
Schofield; Hackett, 1993; Tachado et al., 1996). E, nas células endoteliais, essa
ativacado leva a expressido de moléculas de adesdo como ICAM-1, VCAM-1 e
E-selectina, além de também induzir a produgado de 6xido nitrico (Schofield et al.,
1996); e a hemozoina (Hz), produzida pelos parasitos, a partir da metabolizacado da
hemoglobina, que libera heme livre, que & convertida em cristais de hemozoina
(Jani et al., 2008; Nguyen et al., 1995). As hemacias parasitadas contendo Hz sao
fagocitadas por macréfagos, neutrofilos e células dendriticas em 6rgaos como baco,
figado e cérebro. A quantidade de hemozoina acumulada nos fagécitos esta
diretamente relacionada a carga parasitaria e coincide com os episodios de febre e

elevados niveis séricos de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1[3, o que torna
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a hemozoina um potencial biomarcador de gravidade da malaria (Nguyen et al.,
1995).

Sendo assim, o sequestro de hemacias parasitadas e a liberagao de toxinas
decorrentes da lise de eritrocitos estimulam células mononucleares a produzirem
citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-12 e IFN-y, promovendo a ativacdo de
células NK, macrofagos e linfocitos T (Artavanis-Tsakonas et al., 2003). As células
NK, embora importantes no controle da parasitemia, ndo eliminam completamente o
parasito (Stevenson; Riley, 2004). Em relacdo aos macrofagos, esses podem ser
residentes ou infiltrantes (derivados de mondcitos circulantes), e ambos
desempenham papel importante na defesa, homeostase ou reparo (Varol et al.,
2015; Morales-Nebreda et al., 2015). Essas células apresentam plasticidade e
podem se diferenciar em macrofagos de perfil M1, quando estimulados por PAMPs,
DAMPs e citocinas como TNF-a e IFN-y, apresentando alta atividade microbicida e
tumoricida e secretando citocinas e mediadores pro-inflamatorios, como IL-1j3, IL-6,
TNF-a e o6xido nitrico (Mantovani et al., 2005). No entanto, em casos de malaria
grave, ocorre uma hiperativagéo, resultando na produgédo exacerbada de citocinas
pré-inflamatérias, o que acarreta lesées teciduais (Gazzinelli et al., 2014). Ja os
macréfagos de perfil M2 estdo relacionados a processos de regulagao e reparo
(Martinez; Gordon, 2014).

Os neutrdfilos sdo células abundantes na circulacdo e atuam como primeira
linha de defesa contra patdégenos. Eles migram para os tecidos por meio da
interagcdo com moléculas endoteliais e sdo capazes de eliminar o patégeno por
meio de fagocitose, degranulagdo ou formacédo de redes extracelulares de
neutréfilos (NETs) (Ley et al., 2018; Giacalone et al., 2020).

Se tratando das células linféides, os linfocitos T CD8+ atuam principalmente
contra formas hepaticas do parasito, produzindo TNF-a e IFN-y e eliminando os
parasitos através da produgdo de oOxido nitrico e de gréanulos de granzimas e
perforinas (Montes de oca et al., 2016). Essas células sio ativadas a partir de IL-2,
sintetizadas por linfocitos T CD4+ (Amante et al., 2010). Estes apresentam papel
importante na resposta contra o parasito uma vez que auxiliam as células B na
producdo de anticorpos de alta afinidade e também ativam células T CD8+ e
macréfagos (Pinzon-Charry et al., 2010; Stanisic; Good, 2015). Portanto, ambas as

populagdes podem contribuir para o agravamento da doenca ao estimularem a
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inflamagao tecidual e resultando no aumento das lesdes, além de contribuir para o
aumento da adesado de células ao endotélio (Amante et al., 2010; Hermsen et al.,
1997).

Considerando que a resposta imunoldégica a malaria é intensa e pode
contribuir para a geracao de danos, a modulagdo dessa resposta, com foco na
reducdo do potencial inflamatério, aliada a eliminagcdo dos parasitos, € de grande
importancia para aumentar a sobrevivéncia dos pacientes e minimizar as sequelas

associadas a doenca.
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Figura 6: Imunidade inata e adaptativa no estagio sanguineo da malaria. Em resposta
ao reconhecimento de antigenos parasitarios ou produtos advindos de seu metabolismo
por meio de receptores de reconhecimento de padrbées (PRRs), como receptores Toll-like
(TLRs) e CD36, ou citocinas inflamatodrias, como interferon-y (IFN-y), as células dendriticas
(DCs) amadurecem e migram para o bago (principal local de respostas imunes contra o
Plasmodium em estagio sanguineo). Durante esse processo de maturagao, elas aumentam
a expressado de moléculas importantes para ativar outras células do sistema imune (como
MHC Il, CD40, CD80 e CD86) e passam a produzir citocinas, como a interleucina-12
(IL-12). A IL-12 estimula as células natural killer (NK) a produzirem IFN-y e auxilia na
diferenciacdo de células T CD4+ em células Th1. O IFN-y produzido pelas NK também
contribui para o0 amadurecimento das DCs e refor¢a os sinais de ativagao induzidos pelo
parasito, promovendo a multiplicagdo de células T CD4+ especificas para o antigeno. Além
disso, as células Th1 liberam IL-2, que estimula ainda mais as NK a produzirem IFN-y, o

que ativa os macréfagos e amplia a resposta imune adaptativa. Por outro lado, citocinas

23



como IL-10 e TGF- tém um papel regulador, controlando e limitando as respostas imunes

inata e adaptativa. Fonte: Adaptado de Stevenson et al., 2004.

1.7 Utilizagdo de modelo murino para estudos de malaria grave

Diante das dificuldades éticas em se estudar os processos patologicos
associados a malaria grave, a utilizagdo de modelos animais experimentais vem
sendo cada vez mais importante. As espécies de Plasmodium que infectam
roedores sao muito utilizadas como modelos experimentais para a malaria humana,
e as combinagdes entre espécies de Plasmodium e linhagens de camundongos
permitem o estudo de diferentes manifestagdes patoldgicas relacionadas a doenga
(Lovegrove et al., 2008; Pamplona et al., 2009; Van den Steen et al., 2010). As
espécies de parasitos que infectam murinos, dentre elas P. berghei, P. yoelli e P.
chabaudi, vém sendo amplamente utilizadas para investigar as interagdes
imunoldgicas no hospedeiro, possibilitando a identificacdo de diversos fatores
envolvidos na resposta imune contra a infecgdo malarica (Niikura; Inoue et al.,
2011). Neste contexto, modelos que mimetizam aspectos da malaria cerebral,
malaria placentaria e anemia grave humana ja estdo bem estabelecidos (Stevenson
et al., 2004; Neres et al., 2008; De Souza; Riley, 2002).

Recentemente, tém sido propostos modelos murinos para o estudo dos
mecanismos relacionados a SDRA-MA. Lovegrove e colaboradores, em 2008,
demonstraram que camundongos da linhagem C57BL/6 infectados com P. berghei
ANKA apresentaram inflamacao do septo e ruptura da membrana alvéolo-capilar.
Além disso, mostraram edema pulmonar rico em proteinas, dependente de
sequestro de hemacias parasitadas e da molécula de adesdo CD36. No entanto,
nao foi observada migracédo de leucdcitos para o espago alveolar (Lovegrove et al.,
2008). Outros trabalhos também utilizam a associagao entre P. berghei ANKA e
C57BL/6 para estudar as complicagbes pulmonares associadas a malaria grave
(Souza et al.,, 2013), no entanto esta associagdo ja € bem estabelecida para
estudos de malaria cerebral, complicagdo caracterizada por manifestacdes
caracteristicas e uma alta taxa de mortalidade dos camundongos entre 6 e 8 dias
apos a infeccao (Amante et al., 2010). Sendo assim, mesmo que 0s animais

apresentem indicios de SARA no inicio da infecgdo, vao ao obito devido a MC,
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impossibilitando estudos mais aprofundados acerca da sindrome pulmonar (Souza
et al., 2013).

Em 2010, Van den Steen e colaboradores sugeriram um modelo
experimental com camundongos da linhagem C57BL/6 infectados com P. berghei
NK65. Nesta associacao os animais ndo desenvolvem manifestacdes cerebrais, no
entanto, apresentam aumento do peso dos pulmdes, edema pulmonar rico em
proteinas e formagdo de membrana hialina (Van Den Steen et al., 2010). Desta
maneira, a maior sobrevida do animal permite o estudo dos mecanismos
associados a SDRA-MA e possiveis terapias contra a patologia pulmonar por um
maior periodo de tempo.

A infecgdo causada por P. berghei ANKA é caracterizada pelo sequestro de
eritrocitos parasitados no endotélio vascular, o que induz a hiperativagdo do sistema
imunoldgico, acarretando um intenso recrutamento de leucécitos, sendo, por isso, o
modelo mais utilizado para estudos de malaria grave, principalmente, malaria
cerebral. Ja as infecgdes por P. berghei NK65 ndo sao capazes de gerar malaria
cerebral, as hemacias infectadas nao sao sequestradas na microvasculatura devido
a incapacidade intrinseca do parasito de se aderir ao endotélio ativado, embora
ocorra recrutamento de leucdcitos e inflamagdo, mesmo que de forma menos
abundante (Baptista et al., 2010).

Recentemente, n6s demonstramos que a suplementacado com 3g/Kg e 6g/Kg
de dmega O6mega-3 rico em DHA foi capaz de proteger camundongos C57BL/6
contra danos teciduais pulmonares induzidos pela infecgdo experimental com P.
berghei ANKA (ndo havendo diferenca entre as doses) (David-Vieira et al., 2024).
No entanto, uma questdo nao esclarecida é se os efeitos protetores observados
podem ser extrapolados para outras cepas de Plasmodium. Assim, o presente
estudo propde avaliar o efeito da suplementagdao com 6leo de peixe rico em DHA na
protecdo contra danos pulmonares decorrentes da infeccdo experimental induzida
por P. berghei NK65, uma vez que sao cepas com caracteristicas bioldgicas

distintas.
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2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo malarica pode desencadear a Sindrome da Angustia Respiratéria
Aguda (SARA) e Lesao Pulmonar Aguda (LPA), agravos que afetam entre 5% e
25% dos adultos infectados. E embora haja tratamento para a infecgdo, ndo ha uma
terapia reconhecidamente eficiente para tais agravos. Contudo, nos ultimos anos o
acido docosahexaenoico (DHA) tem sido foco de estudos acerca de diversas
doengas pulmonares, como fibrose cistica, cancer, COVID-19, dentre outras, devido
ao seu reconhecido potencial anti-inflamatério.

Além do pulméo, estudos tém demonstrado que o trato intestinal também
pode ser afetado pela infec¢do, causando dor abdominal, nauseas, diarreia, além
de aumento da permeabilidade intestinal, alteragcdes patoldgicas e na composi¢cao
da microbiota.

Ja é bem estabelecido que as manifestagcbes decorrentes da infeccéo
malarica sdo causadas, dentre outros fatores, pela hiperativacdo do sistema
imunoldgico, 0 que resulta em uma intensa resposta inflamatéria, acarretando
lesdes ou disfungbes em diversos orgaos. Deste modo, terapias que visam reduzir
a inflamacdo e minimizar os danos causados pela doengca sdao de grande
importancia.

Recentemente, nés demonstramos que a suplementacgao dietética com dleo
de peixe rico em DHA foi capaz de minimizar os danos pulmonares em
camundongos infectados com Pb. ANKA. No entanto, ndo foram realizadas analises
intestinais. E ainda n&o é estabelecido se os efeitos verificados na infeccéo por Pb.
ANKA podem ser extrapolados para infeccbes com outras cepas, como Pb. NK65,
que apresenta caracteristicas biolégicas distintas, resultando em diferengas no

curso da infeccao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementagao dietética com édmega-3 rico em DHA no
desenvolvimento de lesdes pulmonares e intestinais em camundongos C57BL/6

infectados com Plasmodium berghei NK65.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar sobrevivéncia, escore clinico e parasitemia sanguinea, além de peso
corporal e indices esplénico e hepatico de camundongos suplementados com éleo

de peixe rico em DHA e infectados com P. berghei NK65;

- Analisar a permeabilidade vascular, bem como a ocorréncia de edema pulmonar e
de alteragdes histopatoldgicas no pulmédo de camundongos suplementados com

oleo de peixe rico em DHA e infectados com P. berghei NK65;

- Verificar perfil celular e estresse oxidativo (H202) no lavado broncoalveolar (BAL),
além da concentragdo de proteinas no BAL de camundongos suplementados com

oleo de peixe rico em DHA e infectados com P. berghei NK65;

- Determinar o perfil fenotipico de células e a produgdo de citocinas pré e
anti-inflamatérias no homogenato do tecido pulmonar de camundongos

suplementados com 6leo de peixe rico em DHA e infectados com P. berghei NK65;
- Avaliar alteragbes hematoldgicas e o perfil fenotipico de populagdes celulares no
bagco de camundongos suplementados com 6leo de peixe rico em DHA e infectados

com P. berghei NK65;

- Analisar a ocorréncia de alteragdes intestinais em camundongos suplementados

com Oleo de peixe rico em DHA e infectados com P. berghei NK65.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Camundongos, suplementacgao e infecgcao

Camundongos C57BL/6 fémeas, com idade entre 6 e 8 semanas, foram
obtidos do Centro de Bioterismo Regional da Universidade Federal de Juiz de
Fora/UFJF, Minas Gerais, Brasil. Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo
de Pesquisas em Parasitologia (NUPEP), acondicionados em gaiolas de
polipropileno alocadas em estantes ventiladas com regulacdo da temperatura e
incidéncia de luz (12h claro/12h escuro) com agua filtrada e ragao (Nuvitall) ad
libitum, além de monitoramento veterinario diario para verificagao das condicdes de
bem-estar.

Os animais foram suplementados com 6leo de peixe rico em DHA (Essential
Nutrition). Cada animal recebeu, diariamente, via oral (gavagem), a dose de 3 g
DHA/Kg de peso corporal conforme descrito previamente (David-Vieira et al., 2024).
Apos 15 dias do inicio da suplementagao enteral, os animais foram infectados com

10° hemacias infectadas (iRBCs) com PbN, via intraperitoneal (i.p.).

4.2 Avaliagao clinica, sobrevida, parasitemia e analise hematolégica

Apos a infecgcado experimental, foi realizado inicialmente o seguimento dos
animais para determinagcéo do desfecho clinico (escore, sobrevida e evolugao da
parasitemia) da infecgdo dos animais suplementados ou n&o com dleo. A avaliagao
clinica diaria foi iniciada no 4° dpi e mantida até o momento do 6bito utilizando-se o
protocolo descrito por Vandermosten e colaboradores, 2018 (Vandermosten et al.,
2018). Parametros como atividade espontanea (SA), apreensao de membros (LG),
tonus corporal (BT), curvatura do tronco (TC), piloeregdo (PE), tremores (Sh),
respiragdo anormal (AB), desidratagdo (D), incontinéncia (l) e paralisia (P) foram
avaliados diariamente para determinagédo do clinical disease severity score. Tais
parametros foram pontuados com 0 (ausente) ou 1 (presente) para TC, PE, Sh, AB
e 0 (normal), 1 (intermediario) ou 2 (grave) para os outros. A pontuagéo clinica total
foi calculada pela formula: SA + LG+BT+TC+PE+Sh+AB+3*(D +1+ P). Os
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Obitos verificados ao longo do seguimento foram anotados e utilizados na
confeccdo da curva de sobrevida.

Para avaliagdo da parasitemia sanguinea, iniciada no 4° dpi, foi realizada
uma incisdo na ponta da cauda para a obtencdo de uma gota de
sangue/camundongo, a qual foi distendida sobre a lamina e corada com Giemsa. A
seguir, os esfregacos foram analisados em microscopio optico (aumento de 1000x)
para determinagdo da taxa de parasitos circulantes (David-Vieira et al., 2024).

Para as andlises hematoldgicas (leucécitos totais, eritrocitos, plaquetas,
hematdcrito e hemoglobina), 500 L de sangue de cada animal foram armazenados
em tubos de coleta contendo EDTA (Labor Import). As analises foram realizadas

automaticamente em aparelho HEMIX 5-60.

4.3 indices esplénico e hepatico e Testes bioquimicos (TGO e TGP)

Para analise dos indices esplénico e hepatico, apds a eutanasia, os 6rgaos
(bago e figado) foram coletados, lavados em PBS, secos em papel toalha e
pesados em balanga analitica (Bioscale) e, em seguida, o valor do indice foi obtido
a partir da divisdo do peso do 6rgao pelo peso corporal do animal.

Para avaliar a fungao hepatica, 50 yL de soro coletado no 11° dpi foram
utilizados para determinar os niveis de TGO (aspartato aminotransferase - AST) e
TGP (alanina aminotransferase - ALT), por kits comerciais. Os protocolos foram

realizados conforme recomendacgao do fabricante (Bioclin).

4.4 Analise da integridade vascular alveolar

A técnica de coloragdo com Azul de Evans foi utilizada para avaliar a
integridade vascular pulmonar, uma vez que o corante se liga a albumina sérica
como veiculo para circulagdo na corrente sanguinea, atravessando o endotélio
vascular apenas em caso de injuria. O protocolo utilizado foi aquele descrito
previamente por nosso grupo (David-Vieira et al., 2024). No 11° dpi, os animais
foram anestesiados com isoflurano inalatério (Syntech), recebendo a seguir, via
plexo orbital, 200 yL do corante Azul de Evans a 2% (Sigma-Aldrich). Apds 45

minutos, procedeu-se a eutanasia, seguida de perfusdo cardiaca com 10 mL de
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PBS 1X. Entdo, os pulmdes foram obtidos e mergulhados em 2 mL de uma solugao
de formamida 10% (Sigma-Aldrich) para recuperagéo do corante extravasado. Apos
48 h de incubacgao a 37 °C, a leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 620 nm
(Varioskan; Thermofisher). A concentragao do corante extravasado foi determinada
a partir de uma curva-padrao de diluicdo seriada, partindo da concentragéo de 50
pug/mL.

A ocorréncia de edema pulmonar foi determinada conforme descrito
previamente (Vandermosten et al., 2018). Para tal, apos eutanasia, os pulmdes nao
perfundidos foram retirados da caixa toracica, lavados com PBS 1X, secos em

papel toalha e pesados em balanga analitica (Bioscale).

4.5 Lavagem Broncoalveolar (LBA) para avaliagao do perfil celular,

concentragao de proteinas e estresse oxidativo

ApoOs eutanasia, a traqueia dos camundongos foram expostas e canuladas
com um catéter estéril, seguindo-se a instilagdo e aspiragdo de 1 mL de PBS 1X
para os pulmdes. O aspirado (cerca de 0,8 mL) foi centrifugado a 700 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi armazenado a -80 °C e, entdo, utilizado para a
determinacdo da concentragcdo de proteinas utilizando-se o BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) (Vieira-Santos et al., 2024). A seguir, o numero total de
células do sedimento foi determinado por meio de contagem em camara de
Neubauer. Para contagem diferencial (macrofagos, linfécitos e neutrdéfilos) laminas
contendo 4 x 10* células/mL foram confeccionadas usando a centrifuga Cytospin
(Cytospin, Thermo Fisher). Apds coloragdo com pandtico (Laborclin), realizou-se a
contagem diferencial das células (macrofagos, linfocitos e neutréfilos) utilizando
microscopia optica.

O estresse oxidativo foi analisado por meio da liberagdo de H,0O, (perdxido
de hidrogénio) pelas células do BAL. Para tal, 2 x 10° células/mL foram
ressuspendidas em 1 mL de solugdo de vermelho de fenol (PBS 10X; 5,5 mM de
dextrose; 0,56 mM de vermelho de fenol (Sigma-Aldrich); 8,5 u/mL de HRP tipo Il
(Sigma- Aldrich). Em seguida, 100 pL de suspensao celular foram plaqueados em
triplicata em placas de 96 pocgos e incubadas por 1 hora a 37° C. Como controle

positivo utilizou-se PMA (Forbol Miristato Acetato - 1ug/mL, Sigma Aldrich), agente
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capaz de induzir a liberagdo de H,O, pelas células inflamatérias. A reagao foi
interrompida com a adicdo de 10 yL de NaOH, e a leitura foi realizada em
espectrofotobmetro (Agilent BioTek Epoch) a 620 nm. A conversédo da absorbancia
para yM de H,O, foi feita por meio da comparacdo com a curva padrdao com
concentragbes conhecidas de H,O, (5-40 uM) (David-Vieira et al., 2024). Os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.6 Histopatologia

Para a analise histopatolégica, apds eutanasia seguida de perfusao
cardiaca, o pulméo direito e o intestino dos camundongos foram conservados em
formaldeido 4%. As amostras foram clivadas, sendo, o intestino seccionado com
base nos diferentes sitios anatdmicos (Intestino Delgado e Intestino Grosso). Em
seguida, o material foi desidratado em série gradativa de alcool etilico (70, 80, 90 e
95%), por 20 minutos cada e incluidos em parafina. Apos inclusdo em parafina, os
orgaos foram seccionados em micrétomo em cortes de espessura de 3-4 ym, 0s
quais foram dispostos em laminas de vidro, seguindo-se coloragao pela técnica de
hematoxilina-eosina. Posteriormente, o material foi analisado e fotografado em
microscopio optico (objetiva 40X) equipado com camera (Olympus BX53). As

imagens foram, entdo, analisadas por patologistas experientes.

4.7 Isolamento e fenotipagem das células pulmonares

Para o estudo das populagdes pulmonares, o 6rgao de cada animal foi
coletado, lavado com PBS 1X e cortado em pedagos de aproximadamente 1 mm
com tesoura estéril, sequindo-se incubagcdo com 1 mL de solucdo de digestao
(RPMI sem SFB, 0,5 mg/mL Dnase e 1 mg/mL Colagenase) a 37°C por 30 minutos.
Apos esse processo, 500 yL de meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB) foi utilizado para interromper a digestdo do tecido. Entdo, o tecido foi
macerado em cellstrainer (70 ym, BD Biosciences). As suspensdes celulares foram
centrifugadas a 500 g por 10 minutos a 4 °C e o sedimento foi ressuspendido em

meio RPMI 1640 completo (5% SFB) para posterior marcagéao.
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Para a fenotipagem, a suspenséo celular foi transferida para placas de 96
pocos (fundo em V) e centrifugada a 300 g por 10 min, a 10 °C. Posteriormente os
sobrenadantes foram descartados e as células ressuspendidas em 50 uL de
marcador de viabilidade celular (LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain Kit,
Invitrogen) com as diluicbes de acordo com as recomendacgdes do fabricante e
incubadas por 30 min, a 4 °C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1X
acrescido de 5% de SFB e, novamente centrifugadas, a 500g por 10 min, a 4°C,
logo depois foram incubadas por 30 min, a 4°C com 50 uL de tampao FACS
contendo os anticorpos: antimouse TCR PE (H57-597, BD Pharmingen), antimouse
CD45 FITC (30F11, BD Pharmingen), antimouse CD11b PerCP-Cy5.5 (M1/70, BD
Pharmingen), antimouse CD4 APC-H7 (GH1.5, BD Pharmingen) ou antimouse CD8
AF700 (53-6.7; BD Pharmingen). Posteriormente, os anticorpos nao ligados foram
removidos através de lavagem e as células foram ressuspendidas em 200 uL de
PBS e analisadas por citometria de fluxo.

Controles de fluorescéncia FMO (Fluorescence Minus One) foram utilizados
para estabelecer os gates da analise. No gate (Figura 7), a regiao foi definida com
base nos perfis de dispersao frontal (FSC) e lateral (SSC). As células mortas foram
removidas utilizando a marcacéo live/dead, e as células unicas foram identificadas
em um grafico de dispersdo FSC-H versus FSC-A, garantindo a exclusdo de
agregados celulares. Em seguida, as populagdes celulares de interesse foram
definidas conforme descrito: leucocitos totais: CD45*; células mieloides:
CD45'CD11b*; linfocitos T totais: CD45*/CD11b7/TCR*; linfécitos T CD4:
CD11b/TCR*/CD4"; linfocitos T CD8: CD11b/TCR*/CD8"; mondcitos inflamatérios:
CD11b*/Ly6C"/Ly6~. Foram adquiridos cerca de 300.000 eventos por amostra em
citbmetro de fluxo CytoFlex (Beckman Coulter), sendo os dados analisados por

meio do software FlowJo (versao 10.0).
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Estratégia de Gate: Pulmao
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Figura 7: Estratégia de gate utilizada para imunofenotipagem das células no
pulmao de camundongos suplementados com 6leo de peixe rico em DHA e
infectados com Pb. NK65. CD45": leucécitos totais; CD45'/CD11b*: células
mieloides; CD11b*/Ly6C"/Ly6~: mondcitos inflamatorios; CD45*/CD11b/TCR*:
linfocitos T totais; CD11b/TCR*/CD4": linfécitos T CD4+; CD11b/TCR*/CD8":
linfocitos T CD8+.

4.8 Isolamento e Fenotipagem das células esplénicas

Considerando que o bago constitui um 6rgao linféide central na resposta
imune frente a patdgenos, procedeu-se a caracterizagdo fenotipica dos grupos
experimentais suplementados ou ndo com o 6leo, com o objetivo de identificar
possiveis modificagdes no perfil imunoldgico. Para tal,0 baco foi coletado, pesado,
lavado com PBS 1X e colocado em placa de Petri contendo meio RPMI 1640 com
10% SFB (Sigma-Aldrich). Para a obtencédo das células, o 6rgao foi macerado em
cellstrainer (70 ym, BD Biosciences) com 5 mL de meio RPMI com 10% de SFB,
utilizando o émbolo de seringa. As suspensdes celulares foram centrifugadas a 400

g, por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
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ressuspendido em 5 mL em tampao de hemdlise ACK (0,15 M de cloreto de
amoénio, 0,01 M de bicarbonato de potassio, 0,012 mM de EDTA). Apés 10 minutos
em temperatura ambiente, o ACK foi neutralizado com 10 mL de meio RPMI com 10
% de SFB e a suspensdo foi centrifugada a 400 g por 5 minutos a 4 °C, o
sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em 5 mL de RPMI com
10% SFB. As células viaveis foram contadas utilizando Azul de Tripan e a
concentragédo celular foi ajustada para 10° células vivas/pogo em placas de 96
pocos (fundo em V). Em seguida, as placas foram centrifugadas a 500 g, por 10
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
em 50 pyL de marcador de viabilidade celular (LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead
Cell Stain Kit, Invitrogen) com as diluicbes de acordo com as recomendacdes do
fabricante e incubadas por 30 min, a 4°C. Posteriormente, as células foram lavadas
com PBS 1X acrescido de 5% de SFB e, novamente centrifugadas, a 500g por 10
min, a 4°C, logo depois foram incubadas por 30 min, a 4°C com 50 pL de tampao
FACS contendo os anticorpos: antimouse CD11b PerCP-Cy5.5 (M1/70, BD
Pharmingen); antimouse Ly6C PE-Cy7 (AL-21, BD Pharmingen); antimouse Ly6G
APC (1A8; BD Pharmingen); antimouse CD4 APC-H7 (GH1.5, BD Pharmingen) ou
antimouse CD8 AF700 (53-6.7; BD Pharmingen). Apds incubagao, os anticorpos
nado ligados foram removidos através de lavagem e as células foram
ressuspendidas em 200 pL de PBS e analisadas por citometria de fluxo. A
aquisicao das amostras foi feita em citdbmetro de fluxo CytoFlex (Beckman Coulter),
sendo os dados analisados por meio do software FlowJo (versdo 10.0). No gate
(Figura 8), as populacdes celulares foram definidas conforme descrito: células
mieloides: CD11b*; mondcitos inflamatorios: CD11b*/Ly6C"/Ly6~; linfocitos T totais:
CD11b7/CD3"; linfécitos T CD4: CD3*/CD4*; linfécitos T CD8: CD3*/CD8".
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Figura 8: Estratégia de gate utilizada para imunofenotipagem das células no
baco de camundongos suplementados com o6leo de peixe rico em DHA e
infectados com Pb. NK65. Estratégia de gate utilizada para as células no baco:
CD11b*": células mieloides; CD11b*/Ly6C"/Ly6~: mondcitos inflamatorios;
CD11b7/CD3": linfécitos T totais; CD3*/CD4": linfocitos T CD4+; CD3*/CD8":
linfécitos T CD8+.

4.9 Dosagem de Citocinas

Apds a eutanasia, o pulmio esquerdo de cada animal foi armazenado em
microtubos e mantidos a -80°C até o processameno para obtengdo de homogenato
tecidual. Para tal, o tecido pulmonar foi macerado em solugéo de extragéo (0,4 M
NaCl, 0,05% Tween-20, 0,5% BSA-albumina de soro bovino, 0,1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonila, 0,1 mM de cloreto de benzetonio, 10 mM de EDTA, 0,02% de
aprotinina), sendo utilizados 1000 uL de solugcéo de extracdo/100 mg de tecido.
Apds esse processo, a suspensédo obtida foi centrifugada a 500 x g por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante coletado, aliquotado e armazenado a -80°C. Os niveis das
citocinas IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y foram quantificados utilizando kits OptEIA,
seguindo-se as recomendacgdes do fabricante (BD Biosciences). Os valores das

absorbancias foram obtidos por espectrofotometria a 450 nm e a concentragao de
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citocinas presentes em cada amostra foi determinada a partir da equagéo de
regressao linear obtida pelos valores das absorbéancias referentes a curva padrao

de cada citocina.

4.10 Analise de alteragoes patolégicas no intestino

Para avaliagdo da ocorréncia de alteragdes patoldgicas intestinais, no 11°
d.p.i., os camundongos foram deixados em jejum por 4 horas. Em seguida, foram
gavados com 200 upL de FITC-dextran (0,6 mg/g body weight) (fluoresceina
isotiocianato—dextrana; 4000 kDa; Sigma-Aldrich). Apds mais 4 horas, em ambiente
protegido de luz, os animais foram eutanasiados apods anestesia (100 mg/kg
ketamine and 10 mg/kg xylazine), procedendo-se a coleta de sangue por pungao
cardiaca, seguida de perfusédo cardiaca e coleta do intestino. Para a determinagao
da permeabilidade intestinal, o sangue foi centrifugado a 3000 g por 10 minutos a 4
°C para obtengao do plasma. A concentragdo do FITC plasmatico foi obtida apos
realizagdo de leitura em fluorimetro de placa (Varioskan; Thermo Fisher; 488 nm
excitation/530 nm emission) e comparagdo com curva-padrao (Taniguchi et al.,
2015). A permeabilidade intestinal também foi analisada por meio da técnica de
coloragao com Azul de Evans, conforme descrito anteriormente.

Para determinagao de alteracbes macroscopicas induzidas pela infecgao, os
intestinos de animais de cada grupo foram medidos e fotografados. O érgdo, em
toda sua extenséao, foi conservado em formalina 10% e processado para analise

histopatolégica conforme descrito anteriormente.

4.11 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism (software
GraphPad, versao 8.4.3). O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado para
avaliar a distribuicdo das variaveis. Seguindo-se teste T para comparar as médias
entre dois grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 A suplementacao dietética com 6leo de peixe rico em DHA nao altera o
desfecho clinico da infeccdo e se associa a altas taxas de parasitos

circulantes

Para determinagdo do perfil clinico e sobrevida, os animais receberam
suplementacao dietética com 6leo de peixe rico em DHA (3g DHA/kg) durante 15
dias, sendo, entdo, infectados com PbN. A suplementagéo foi mantida até a morte
espontanea dos animais. Tanto os animais suplementados/infectados (DHA/PbN),
quanto aqueles apenas infectados (PbN) apresentaram deterioragdo clinica
progressiva ao longo do seguimento (Figura 9A) sendo a desidratagao, erecao de
pélos, incontinéncia urinaria, curvatura do corpo e perda de tdbnus muscular os
principais sinais (Figura 10). Como pode ser observado, a desidratacdo e a
piloerecao foram os primeiros sinais observados, atingindo o valor maximo de
escore por volta do 14° e 9° d.p.i, respectivamente, em ambos os grupos. Por outro
lado, o grau maximo de incontinéncia somente foi observado nos ultimos dias da
infeccdo. De maneira geral, a deterioragao clinica foi acompanhada pela elevagao
da parasitemia sistémica, a qual esteve particularmente aumentada no grupo
DHA/PbN em relagado ao grupo PbN somente nos dias 9, 10 e 11 d.p.i.. No 22° d.p.i
a taxa de parasitemia circulante em ambos os grupos atingiu pico superior a 50%,
caracterizando o quadro tipico de hiperparasitemia (Figura 9B); nesse ponto do
segmento 100% dos animais sucumbiram para o obito (Figura 9C).

Visto que, a partir do 12° d.p.i.,, as taxas de parasitos circulantes foram
similares entre os grupos PbN e DHA/PbN, o dia 11 d.p.i foi escolhido a realizagao
da eutanasia e coleta dos 6rgaos para os experimentos adicionais. Como ilustrado
na figura 9 (D), a suplementagdo com déleo ndo alterou o peso dos animais em
relagdo aqueles que nao receberam a suplementagdo . Por outro lado, animais
pertencentes ao grupo DHA/PbN apresentaram indice esplénico e hepatico

significativamente aumentado em relagdo aos animais controle e PbN (Figura9 E e
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F). As dosagens de TGO e TGP também estiveram significativamente elevadas nos

animais infectados, independentemente se suplementados ou nado (Figura 11).
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Figura 9: Avaliagcdao das condigées clinicas, parasitemia sistémica, sobrevivéncia,
peso corporal, indices esplénico e hepatico de camundongos suplementados com
o6leo de peixe rico em DHA e infectados com Pb. NK65. (A) Avaliacdo clinica dos
animais ao longo da infec¢do; (B) Parasitemia sanguinea a partir do 4° ao 22° dpi; (C)
Curva de sobrevivéncia dos animais suplementados e infectados e apenas infectados; (D)
Peso corporal dos animais no dia da infecgéo e no dia da eutanasia (11° d.p.i.); (D) indice
esplénico (11° d.p.i); (F) indice hepatico (11° d.p.i). Os resultados sdo mostrados como
frequéncia ou média + SEM. (*) Indica diferenca estatistica: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <
0.001; ****p < 0.0001. CTL: camundongos n&o suplementados e n&o infectados (tridngulo);
PbN: camundongos infectados com Plasmodium berghei NK65 (circulo); DHA/PbN:

camundongos suplementados com 3 g/Kg de DHA e infectados com Pb. NK65 (quadrado).
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mostrados como frequéncia ou média + SEM. (*) Indica diferencga estatistica: *p < 0.05; **p
< 0.01. CTL: camundongos nao suplementados e nao infectados; PbN: camundongos
infectados com Plasmodium berghei NK65; DHA/PbN: camundongos suplementados com
3g/Kg de DHA e infectados com Pb. NK65.

5.2 A suplementagao dietética com éleo de peixe rico em DHA nao mitiga as
alteragoes hematolégicas e pulmonares causadas pela infecgcao por PbN em

camundongos C57BL/6

Considerando estudos prévios realizados com a mesma linhagem de
camundongos infectados com PbN (Vandermosten et al., 2018; Vieira-Santos et al,,
2024), bem como a diferenca nos niveis de parasitos circulantes entre os dias 9 e
11 d.p.i. observada entre grupos experimentais infectados, para todas as analises a
seguir os animais foram eutanasiados no 11° d.p.i.. Nesse dia, o principal sinal
clinico observado nos grupos PbN e DHA/PbN foi a desidratacdo (score médio = 4)
e a piloerecdo (score médio = 1). Nesses grupos, houve aumento significativo no
numero de leucdcitos circulantes em relagdo ao observado nos animais controle.
Por outro lado, a contagem de eritrocitos e plaquetas, bem como niveis de
hemoglobina sérica (g/dL) e hematdcrito (%) estiveram significativamente

reduzidos tanto no grupo PbN quanto no DHA/PbN em relagédo ao controle (Tabela

1).
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Tabela 1: Analises hematolégicas de camundongos suplementados com éleo

de peixe rico em DHA e infectados com Pb. NK65.

Parametros Grupos Valor de p
CTL PbN DHA/PbN
Leucécitos Totais 4,72 0,54 7,80 0,0046
(10°/p) (£1,53) (+2,23) (+2,78)
Eritrécitos 8,41 5,61 4,93 <0,0001
(10%/L) (+0,68) (+0,89) (+1,29)
Plaquetas 502,36 95,7 92,0 <0,0001
(10°/L) (£117,25) (+18,56) (£23,77)
Hematdcrito 42,95 29,81 29,70 <0,0001
(%) (+3,65) (+3.89) (£5,10)
Hemoglobina 12,80 7,99 6,90 <0,0001
(g/dL) (+1,0) (+1,23) (+1,91)
Resultados, representativos de 2 experimentos independentes (n=5-6

camundongos/grupo), sdo mostrados como média + SEM. CTL: camundongos nao
suplementados e nao infectados; PbN: camundongos infectados com Plasmodium berghei
NK65; DHA/PbN: camundongos suplementados com 3g/Kg de DHA e infectados com Pb.
NK65.

A seguir, investigou-se a ocorréncia de alteragdes pulmonares, tais como
permeabilidade vascular e edema (em pulmdes de animais ndo perfundidos),
induzidas por PbN. Conforme observado, animais do grupo PbN e DHA/PbN
apresentaram aumento significativo da permeabilidade vascular alveolar (Figura 12
A e B) em relacdo aos animais controle, corroborando a presenca de edema
pulmonar (Figura 12C) em ambos os grupos. No mesmo sentido, a concentragéo de
proteinas no BAL esteve significativamente aumentada nos grupos infectados, PbN
e DHA/PbN, quando comparado com animais controle (Figura 12D). Em ambos os
grupos, a analise histopatolégica evidenciou inflamagao discreta a moderada com
marginagao leucocitaria intravascular (seta) e discreto espessamento dos septos

interalveolares (cabeca de seta) (Figura 12E).
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Figura 12: Avaliacao da permeabilidade vascular, edema pulmonar, concentragao de
proteinas e histologia do tecido pulmonar de camundongos suplementados com 6leo
de peixe rico em DHA e infectados com Pb. NK65. (A) Pulmao dos animais controle,
animais apenas infectados e animais suplementados e infectados; (B) Concentracao de
corante azul de Evans extravasado (ug/mL); (C) Peso do pulmao (mg); (D) Concentragao
total de proteinas no sobrenadante do BAL (ug/mL). Os resultados séo representativos de 3
experimentos independentes (n=5-6 camundongos/grupo) e sdo mostrados como media +
SEM. (*) Indica diferenca estatistica: *p < 0.05; **p < 0.01. CTL: camundongos nao
suplementados e nao infectados; PbN: camundongos infectados com Plasmodium berghei
NK65 (circulo); DHA/PbN: camundongos suplementados com 3g/Kg de DHA e infectados
com Pb. NK65 (quadrado). (E) Fotomicrografias do tecido pulmonar: (A) CTL - grupo
controle n&o infectado, (B) PbN - animais apenas infectados, (C) DHA/PbN - animais
suplementados e infectados. Inflamagédo discreta a moderada, marginacao leucocitaria
intravascular (seta), espessamento dos septos interalveolares (cabeca de seta). Barra de
calibracao de 20 micrémetros.
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5.3 A suplementagao dietética com 6leo de peixe rico em DHA nao previne a
infiltragcdo de células inflamatérias e a ocorréncia de estresse oxidativo nos

pulmoées de camundongos C57BL/6 infectados com PbN

A patologia pulmonar induzida pela infecgao experimental com PbN também
foi investigada por meio da coleta e analise do BAL obtido no 11° dpi (Figura 13).
Inicialmente foi determinado o numero total de células, sendo esse
significativamente maior em animais infectados, em relagdo ao grupo controle,
independentemente da suplementagcdo com 6leo de peixe (Figura 13A). Dentre os
tipos celulares infiltrados nos pulmbes, os macréfagos foram predominantes (Figura
13B). Finalmente, a influéncia do estresse oxidativo nos danos pulmonares pode
ser sugerida com base nos niveis de perdxido de hidrogénio (H202) produzido
pelas células obtidas do BAL (Figura 13C). Nesse caso, ndo houve diferenga entre

os niveis de H202 produzidos por células provenientes dos animais infectados.
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Figura 13: Avaliagcdo do infiltrado inflamatério e liberagcdo de H202 no lavado
broncoalveolar de camundongos suplementados com éleo de peixe rico em DHA e
infectados com Pb. NK65. (A) Concentragado total de células no BAL (n° céls x 10°); (B)
Contagem diferencial das populagdes celulares no BAL (n° céls x 10°); (C) Concentragéo
de H202 produzida pelas células inflamatérias presentes no BAL (mM). Os resultados séo
representativos de 3 experimentos independentes (n= 5-6 camundongos/grupo) e sao
mostrados como média + SEM. (*) Indica diferenca estatistica: *p < 0.05; **p < 0.01. CTL:
camundongos nao suplementados e nao infectados; PbN: camundongos infectados com
Plasmodium berghei NK65; DHA/PbN: camundongos suplementados com 3g/Kg de DHA e
infectados com Pb. NK65.
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5.4 A suplementagao dietética com 6leo de peixe rico em DHA nao modifica

perfil fenotipico de células pulmonares observado durante a infecgao por PbN
em camundongos C57BL/6

A segquir, foi investigado o perfil fenotipico de células pulmonares em animais
infectados, suplementados ou ndo com 6leo de peixe contendo 3g DHA/kg de peso
corporal. Corroborando os achados anatomopatoldgicos, observa-se que, o numero
total de células para todos os subtipos analisados (leucdcitos, células mieloides,
mondcitos inflamatérios, linfocitos T, linfécitos T CD4+ e linfocitos T CD8+),
estiveram significantemente aumentados em animais infectados, PbN e DHA/PbN,
em relagcdo aos controle. Interessantemente, uma tendéncia de maior aumento no
numero de leucdcitos totais, células mieloides e mondcitos inflamatoérios foi

observada para animais do grupo DHA/PbN em relagdo ao grupo PbN (Figura 14
A-F).
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Figura 14: Perfil fenotipico das popula¢ées celulares presentes no tecido pulmonar
de camundongos suplementados com o6leo de peixe rico em DHA e infectados com
Pb. NK65. (A) Leucdcitos totais; (B) Células mieloides; (C) Mondcitos inflamatérios; (D)
Linfécitos T, (E) Linfocitos T CD4; (F) Linfécitos T CD8. Os graficos mostram o numero
médio de células expressando o(s) receptor(es) especifico(s) x 10° células; n = 5-6
camundongos/grupo. (*) Indica diferenga estatistica: **p < 0.01; ***p < 0.001. CTL:
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camundongos n&o suplementados e nao infectados; PbN: camundongos infectados com
Plasmodium berghei NK65; DHA/PbN: camundongos suplementados com 3g/Kg de DHA e
infectados com Pb. NKG5.

5.5 A suplementagao dietética com DHA nao altera o perfil das populagoes

celulares presentes no bago de camundongos C57BL/6 infectados com PbN

Foi analisado o perfil fenotipico de células presentes no tecido esplénico de animais
infectados, suplementados ou ndo com 6leo de peixe rico em DHA. Foi observado
que, independente da populagédo celular analisada (células mieloides, mondcitos
inflamatorios, linfocitos T, linfocitos CD4+ e linfécitos T CD8+), houve significativo
aumento no numero de células nos animais infectados em relacdo aos controles.
De forma interessante, foi observada uma tendéncia de reducdo no numero de
linfocitos T totais, linfécitos T CD4+ e linfécitos T CD8+ nos animais do grupo

DHA/PbN quando comparados aos do grupo PbN (Figura 15 A-E).
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Figura 15: Imunofenotipagem das populagdes celulares no bago de camundongos
suplementados com 6leo de peixe rico em DHA e infectados com Pb. NK65. (A)
Células mieloides; (B) Mondcitos inflamatdrios; (C) Linfécitos T totais; (D) Linfocitos T CD4;

(E) Linfécitos T CD8. Os graficos mostram o numero médio de células expressando o(s)
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receptor(es) especifico(s) x 10° células; n = 5-6 camundongos/grupo. (*) Indica diferenca
estatistica: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. CTL: camundongos nao suplementados e
nao infectados; PbN: camundongos infectados com Plasmodium berghei NK65; DHA/PbN:

camundongos suplementados com 3g/Kg de DHA e infectados com Pb. NK65.

5.6 A suplementacao dietética com 6leo de peixe rico em DHA nao altera o
padrao de resposta inflamatéria pulmonar induzido pela infecgao

experimental com PbN.

A dosagem de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias no tecido
pulmonar foi realizada por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Observa-se
que os niveis das citocinas pro-inflamatérias estiveram significativamente elevados
nos animais infectados, PbN e DHA/PbN, quando comparados ao grupo controle
(Figura 16 A-C). O mesmo foi observado na citocina anti-inflamatoria IL-10, onde as
concentragbes estiveram significativamente aumentadas nos grupos infectados,

independentemente da suplementacéao (Figura 16D).

A y
2500 2500+
—~ 2000 P 2000
E 2 .
E
B 1 = 1500
E 1500 )
3 - + 1000 ==
5 1000 - 3
g ™
500+ 500
0 ; ; 0 ; ;
CTL PbN DHA/PbN CTL PbN DHA/PbN
C. D.
500 4000+
b6 3500 T
g %_:T 3000
5, 3004 F £ 25001
a £ 2000+
? 200+ T < 15004 =
= - |
1004 = 1000+
500
0 ; ; 0 ) .
CTL PbN DHA/PbN CTL PbN DHA/PbN

Figura 16: Dosagem de citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatérias no
homogenato do tecido pulmonar de camundongos suplementados com 6leo de peixe
rico em DHA e infectados com Pb. NK65.. (A) Niveis de TNF-a (pg/mL); (B) IFN-y
(pg/mL); (C) IL-6 (pg/mL); (D) IL-10 (pg/mL). Os resultados séo representativos de 2

experimentos independentes (n= 5-6 camundongos/grupo) e sdo mostrados como média +
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SEM. (*) Indica diferenga estatistica: *p < 0.05; **p < 0.01. CTL: camundongos n&o
suplementados e nao infectados; PbN: camundongos infectados com Plasmodium berghei
NK65; DHA/PbN: camundongos suplementados com 3g/Kg de DHA e infectados com Pb.
NK65.

5.7 A suplementagcao dietética com o6leo de peixe rico em DHA impede
alteracoes morfométricas mas nao interfere no aumento da permeabilidade

intestinal induzida pela infecgdao com PbN em camundongos C57BL/6

Para investigar o possivel impacto da infecgao experimental por PbN no trato
intestinal (Figura 17), animais pertencentes a cada um dos grupos experimentais
foram eutanasiados no 11° dpi. Macroscopicamente, foi observado redugdo na
extensao total do intestino (Figura 17A), intestino delgado (Figura 17B), colon
(Figura 17C) e ceco (Figura 17D) dos animais apenas infectados, quando
comparados aos animais do grupo suplementado e controle. No mesmo sentido, no
grupo infectado, houve aumento significativo da permeabilidade intestinal (Figura 17
E-G), ao passo que, nos animais suplementados, houve redugdo, embora nao

significante, da permeabilidade quando em comparagao ao grupo PbN.
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Figura 17: Avaliagao de alteragdes intestinais de camundongos suplementados com
oleo de peixe rico em DHA e infectados com Pb. NK65. (A) Comprimento do intestino
total (cm); (B) Intestino delgado (cm); (C) Célon (cm); (D) Ceco (cm); (E) Média de

intensidade de fluorescéncia (nm); (F) Concentragcdo de azul de Evans (ug/mL); (G)
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Intestino dos animais controle e animais infectados e suplementados e infectados. Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes (n= 5-6
camundongos/grupo) e sao mostrados como média + SEM. (*) Indica diferencga estatistica:
*p < 0.05; *p < 0.01; ****p < 0.0001. CTL: camundongos ndo suplementados e n&o
infectados; PbN: camundongos infectados com Plasmodium berghei NK65; DHA/PbN:

camundongos suplementados com 3g/Kg de DHA e infectados com Pb. NK65.

6. DISCUSSAO

As complicagdes graves oriundas da infecgdo malarica, tais como a malaria
cerebral, a anemia grave e a sindrome do desconforto respiratorio agudo (ARDS),
sdo determinantes do prognostico da doengca. A ARDS, a qual acomete
especialmente adultos, decorre de uma intensa resposta inflamatéria no
parénquima pulmonar, culminando em aumento da permeabilidade vascular
alveolar, edema e, consequente, comprometimento das trocas gasosas com
possibilidade de evolugdo para o 6bito (20% dos casos) (Van Den Steen et al.,
2010). O reconhecimento da relevancia dessa complicagdo € fundamental para
orientar pesquisas que busquem compreender seus mecanismos fisiopatologicos e
propor alternativas terapéuticas mais eficazes. Recentemente nés demonstramos
que camundongos C57BL/6 suplementados com o6leo de peixe contendo alta
concentracdo de DHA foram protegidos contra danos pulmonares causados pela
infeccdo malarica experimental por Pb. ANKA (David-Vieira et al., 2024). Nesse
estudo, porém, nés demonstramos que os resultados obtidos em nosso estudo
prévio ndo podem ser extrapolados para outras cepas de parasitos também
capazes de induzir lesdes pulmonares.

Neste trabalho observamos que os grupos PbN e DHA/PbN apresentaram
taxa de mortalidade de 100% entre os dias 20 e 22 de infecgéo, corroborada pela
deterioragéo clinica progressiva ao longo do seguimento e por uma elevagéao da
parasitemia sistémica, que, surpreendentemente, foi superior nos animais
suplementados entre os dias 9 e 11 d.p.i.. Esses achados contrastam com trabalhos
prévios que mostraram que a suplementagao com 6leo de peixe contendo, ou nao,
antioxidantes como vitamina E, foi capaz de suprimir a parasitemia em infec¢coes

por P. berghei (Godfrey et al., 1957) e P. yoelii (Levander et al., 1989; Fujikawa et

48



al., 1993). Contudo, é importante enfatizar que os experimentos conduzidos
previamente por outros grupos divergem em estratégia experimental como dose, via
utilizada e o tempo de suplementacao, o que torna os resultados ndo estritamente
comparaveis. De qualquer forma, utilizando estritamente o mesmo protocolo
experimental nosso grupo demonstrou recentemente que a suplementagido com
Omega 3 rico em DHA foi capaz de controlar a parasitemia circulante em
camundongos C57BL/6 infectados com PbA (David-Vieira et al., 2024) e que a
suplementagdo com altas doses de DHA reduziu de 60% a 80% o risco de malaria
cerebral (Carpinter et al., 2024), assim como protegeu os animais contra danos
pulmonares (David-Vieira et al., 2024). Em relagdo ao peso corporal, nenhuma
alteragao significativa foi observada nos animais que receberam a suplementacgao,
0 que vai de encontro a estudos anteriores, que também n&o demonstraram relagao
entre suplementacdo dietética com odleo de peixe e ganho de peso, tanto em
roedores (Hainault et al., 1993; Ruzickova et al., 2004) quanto em humanos
(Sanchez-lara et al., 2014; Aredes et al., 2019).

Além do exposto, outras manifestacbes clinicas comuns nas infecgdes
malaricas incluem alteragdes hematoldgicas e aumento de 6rgaos como baco e
figado (Abdalla, 1988; Engwerda et al., 2005) que geralmente associam-se a
intensa resposta inflamatéria gerada pelo organismo frente a presenga e/ou
persisténcia da parasitemia sanguinea. No presente estudo, animais provenientes
dos grupos PbN e DHA/PbN apresentaram significativa hepatoesplenomegalia. Em
relacdo as alteragdes hematoldgicas, verificamos que a infeccdo com PbN
acarretou um aumento significativo de leucécitos no sangue periférico dos animais,
o que nao foi mitigado pela suplementagao. Isso sugere que no modelo de infecgao
utilizado, o DHA em altas concentragdes nao foi capaz de minimizar a resposta
imunolégica exacerbada do organismo ao parasito. A redugdo acentuada no
numero de eritrocitos e consequentemente, no hematdcrito e na concentracéo de
hemoglobina no sangue dos animais infectados, suplementados ou n&o, em relagéao
aos nao infectados corrobora estudos anteriores que sugerem uma intensa
destruicdo de hemacias, parasitadas ou nao, na infecgcdo malarica (Abdalla, 1988),
e que esta destruicdo esta associada a alteracdes na membrana dessas células e a
expressao de proteinas do parasito, que induzem a apoptose. Adicionalmente, a

adsor¢cao de antigenos e metabdlitos dos parasitos nas hemacias saudaveis
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contribui de forma significativa para a destruicdo dessas células pelo bago
(Engwerda et al., 2005). Por fim, a produgdo de hemozoina pelos parasitos, bem
como a resposta imune caracterizada por intensa producdo de citocinas
pré-inflamatérias também contribuem para disfungédo medular e consequentemente,
anemia (Casals-Pascual et al., 2006).

Ainda nesse contexto, verificamos uma redugao expressiva no numero de
plaquetas circulantes dos grupos infectados, sendo esta queda mais acentuada no
grupo suplementado. Ja se sabe que a trombocitopenia € uma manifestagcao
hematolégica comum na malaria, especialmente quando causada por P. vivax
(Lacerda, 2007). Visto isso, nossos dados corroboram os resultados previamente
descritos por De Azevedo-Quintanilha et al., 2020, nos quais animais infectados
com Pb. NK65 apresentaram plaquetopenia no 9° dia de infecgdo, possivelmente
em funcdo da formagdo de agregados celulares, como plaquetas-mondcitos e
plaquetas-neutréfilos (De Azevedo-Quintanilha et al., 2020). Outra hipotese para a
plaquetopenia € o sequestro de plaquetas no bago, como resultado da ligagéo
especifica de IgG a antigenos malaricos ligados a plaquetas (Grau et al., 1988;
Gupta et al., 2013). Nossos dados estao de acordo com esses achados uma vez
que demonstramos que no grupo DHA/PbN a parasitemia esteve aumentada de
forma significativa em relagdo ao grupo PbN entre os dias 9 e 11 de infecgao.

No que se refere as complicacdes pulmonares associadas a infeccbes com
PbN, sabe-se que o0 edema pulmonar, caracterizado pelo aumento da
permeabilidade vascular e acumulo de liquido alveolar, € a manifestagdo mais
comum da doenga (De Azevedo-Quintanilha et al., 2020). Em nosso estudo pode
ser observado aumento da permeabilidade vascular e, consequente ocorréncia de
edema pulmonar, assim como uma maior concentragdo de proteinas no
sobrenadante do lavado broncoalveolar nos dois grupos infectados, sugerindo que
a suplementacdo com DHA nao foi capaz de atuar contra os mecanismos que
desencadeiam tais processos. Esses achados corroboram os estudos prévios que
mostraram que camundongos infectados com PbN apresentam aumento da
permeabilidade vascular e edema pulmonar a partir do dia 8 d.p.i. (Vieira-Santos et
al., 2024; Van Den Steen et al., 2010), além de influxo de células inflamatorias para
o tecido, contribuindo para lesbes pulmonares (Vieira-Santos et al., 2024).

Vandermosten e colaboradores demonstraram que a infecgdo de camundongos
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C57BL/6 com Pb. NK65 leva a inflamagao pulmonar letal com edema intersticial e
alveolar rico em proteinas (Vandermosten et al., 2018). Em processos
inflamatdrios, os mondécitos sdao uma das primeiras populacdes celulares a
migrarem para o tecido, tendo papel de destaque na patologia da malaria, uma vez
que se diferenciam em macréfagos e atuam nos processos de fagocitose,
apresentacao de antigenos e produgéo de citocinas (Dobbs et al., 2020). Em nosso
trabalho, a infeccdo com PbN promoveu a infiltragdo de células mononucleares,
como mondcitos e linfocitos, no lavado broncoalveolar dos camundongos
infectados. Esses dados sao corroborados por um estudo que mostrou intenso
acumulo de leucécitos no pulmé&o e no lavado broncoalveolar dos animais nos dias
8 e 10 d.p.i com PbN, com predominancia de células mononucleares, enquanto néo
houve alteracdo significativa no numero de células polimorfonucleares quando
comparados aos animais nao infectados (De Azevedo-Quintanilha et al., 2020).
Sabe-se que os macrofagos ativados apresentam como principal mecanismo
microbicida a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
(ERN), como peroéxido de hidrogénio (H,O,) e dxido nitrico (NO), respectivamente, e
sdo importantes para eliminagdo do parasito por meio da explosédo oxidativa; no
entanto, sdo responsaveis por causar intenso dano oxidativo as membranas das
células. Nosso estudo mostra que ha uma produgéo significativa de H,O, pelas
células no pulmao dos animais infectados, independentemente da suplementacéo,
sugerindo que as células inflamatérias estdo super ativadas nesses animais e que o
DHA nao é capaz de atuar nas vias que controlam a resposta inflamatéria de
animais infectados com PbN.

Para melhor caracterizar a resposta inflamatoéria, nés avaliamos o perfil
fenotipico dos leucécitos nos tecidos pulmonar e esplénico. Nossos dados
mostraram que houve um infiltrado significativo dessas células em ambos os
orgaos dos grupos infectados, especialmente de mondcitos inflamatérios e de
linfécitos T (CD8+ e CD4+). Embora ndo tenha havido diferenca significativa, o
grupo suplementado apresentou uma tendéncia de maior recrutamento celular
referente ao compartimento mieldide no pulméo, em relagcdo ao grupo PbN. Em
contrapartida, no bago, foi verificada uma tendéncia a redugao de linfécitos T, tanto
CD4+ quanto CD8+, nos animais que receberam a suplementacido comparados

aqueles apenas infectados. Estudos anteriores j4 demonstraram que na malaria
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murina por PbN, ocorre um aumento de 20 vezes no numero de linfécitos T CD8+
infiltrados no pulm&o 10 dias apds a infeccdo e que essas células parecem
contribuir de forma significativa para o desenvolvimento da patologia pulmonar, uma
vez que sua delecdo com anticorpos anti-CD8 leva a redugédo o edema alveolar e a
infiltracdo celular (Van Den Steen et al.,, 2010). Realmente, em nosso modelo de
infeccdo murina com PbA (David-Vieira et al., 2024; Carpinter et al., 2024) a
suplementagdo com o6leo de peixe rico em DHA reduziu significativamente o
numero de mondcitos inflamatdrios e de linfécitos T CD8+ tanto no pulmao quanto
no cérebro dos animais infectados.

E também sabido que o equilibrio entre citocinas pré- e anti-inflamatérias é
indispensavel para o controle da infecgdo e o retorno a homeostase (Anstey et al.,
2009). Em nosso estudo, verificou-se aumento na produgdo das citocinas
pré-inflamatérias TNF-a, IFN-y e IL-6 no pulm&o dos animais infectados e a
suplementacdo com DHA nao foi capaz de alterar esse perfil. Esses dados vao ao
encontro de estudos anteriores que demonstraram que a principal fonte dessas
citocinas sdo os macrofagos e linfocitos ativados e que a gravidade da doencga esta
relacionada a produgao de citocinas pré-inflamatérias tanto em modelos murinos
(Stevenson; Riley, 2004) como em humanos (Gongalves et al., 2012). Além disso,
um estudo recente mostrou que a malaria induzida por PbN € caracterizada por
niveis aumentados de TNF-a, IFN-y e IL-1B a partir do 7° dia de infeccao
(Vieira-Santos et al.,, 2024). Em relacdo a produgdo de IL-10, nosso trabalho
mostrou que os animais PbN e DHA/PbN apresentaram niveis elevados da citocina,
quando comparados ao grupo controle. De modo geral, niveis aumentados desta
citocina estdo associados a efeitos anti-inflamatérios (Moore et al., 2001; Maynard
et al., 2008; Joss et al., 2000). No entanto, o estudo de Taylor e colaboradores
sugere que niveis elevados de IL-10 em pacientes adultos com malaria falciparum
estdo associados a uma pior evolugado clinica da doenga, podendo culminar em
morte em casos graves sem acometimento cerebral (Taylor et al., 2012). Ademais,
niveis aumentados de IL-10 no inicio do desenvolvimento de SDRA n&o associada
aamalaria estdo relacionados a um pior prognéstico da doenca (Liu et al., 2017).
Outro estudo demonstrou um aumento excessivo na produgéo de IL-10 em modelo
murino de infecgdo induzido por P. berghei K173, mas nédo por PbA e que o

bloqueio dessa citocina impediu o desenvolvimento da SDRA-AM. Além disso,
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Mukherjee e colaboradores também constataram que a infecgdo e a produgao
exacerbada de IL-10 estavam associadas a um descontrole da resposta imune
antimicrobiana, resultando em uma disbiose pulmonar, diretamente relacionada ao
desenvolvimento do quadro clinico (Mukherjee et al., 2022). Embora ndo tenhamos
avaliado parametros associados a microbiota, € possivel hipotetizar que tanto o
PbN quanto o Pb. K173 levam ao desenvolvimento da SDRA por meio de alteragao
da microbiota pulmonar. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para entender
0S mecanismos associados a imunopatologia SDRA quando na presenga de
distintas cepas/espécies de plasmodios.

Ainda nesse estudo nés demonstramos que a cepa NK65 de P. berghei,
assim como a cepa ANKA, é capaz de levar a alteragdes intestinais (morfométricas
e teciduais), alterando sua permeabilidade, ao passo que a suplementagao
dietética com 6mega 3 rico em DHA parece, pelo menos parcialmente, minimizar
tais efeitos da infeccdo. Esse achado é de grande relevancia, visto que estudos
prévios ja demonstraram que o aumento da permeabilidade intestinal favorece a
disbiose e a translocacio de bactérias para a lamina propria, ocasionando a quebra
de tolerancia a antigenos alimentares e microbianos, levando a ativagao da
resposta imune e inflamagdo da mucosa intestinal (Taniguchi et al., 2015;
Sriboonvorakul et al.,, 2023). As vias pelas quais os componentes do 6mega-3
podem atuar mediando tal protecao precisam ser investigadas. Contudo, Robertson
e colaboradores demonstraram que a suplementacdo dietética com bmega-3
favorece o crescimento de bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta,
como butirato e acetato (Robertson et al., 2018). O butirato, por exemplo, é visto
por ter efeito anti-inflamatério, uma vez que atua inibindo a ativagcdo do NF-KB
(Meijer et al., 2010) dentre outros mecanismos. Ja o acetato, em modelo intestinal,
parece atuar aumentando a expressao de genes de barreira (tais como claudina 4),
além de modular a expressao de defensinas, reduzindo o estresse oxidativo no
intestino (Saleri et al., 2022). Contudo, no modelo de malaria, esses mecanismos
permanecem por ser esclarecidos.

Em sintese, embora pareca atenuar as lesdes intestinais induzidas pela
infeccdo com P. berghei NK65, os dados apresentados neste estudo demonstram
que a suplementacdo com o6leo de peixe rico em DHA nao resulta em protecéo

contra as alteragdes pulmonares. Esse achado diverge do observado em nosso
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estudo prévio onde as lesdes pulmonares induzidas pela cepa ANKA de P. berghei
foram mitigadas pela administragdo oral de émega 3 (22) bem como de outros
estudos que demonstraram que a administracdo de mediadores lipidicos derivados
de DHA foi associada a reducdo da inflamacao, atenuagcdo do dano tecidual
pulmonar (Wang et al.,, 2011; Wang et al., 2014) e de disfungdes de barreiras
epiteliais causadas por diferentes patogenos (Serhan et al., 2018; Basil; Levy,
2016).

Uma hipotese para explicar essa discrepancia entre as cepas NK65 e ANKA
€ que a cepa NKG5 apresente mecanismos de evasao imunologica capazes de
modular a expressao de genes ou vias pelas quais atuam os mediadores lipidicos,
tais como resolvinas, maresinas e protectinas. Ja foi amplamente descrito que
protozoarios, como Trypanosoma cruzi € Toxoplasma gondii, podem interferir no
metabolismo lipidico do hospedeiro, direcionando-o para uma resposta
potencialmente pro-inflamatéria (revisto por Toledo et al., 2016). Dessa forma,
propde-se que P. berghei NK65 possa interferir, direta ou indiretamente, nas vias de
sintese ou sinalizacdo dos mediadores lipidicos derivados do DHA, neutralizando
seus efeitos anti-inflamatorios e pro-resolugdo. Essa modulagdo poderia envolver,
por exemplo, a inibicdo da expressdo de enzimas-chave, como a 15-lipoxigenase
(15-LOX), comprometendo a capacidade desses mediadores de contrabalangar a
inflamacéao induzida pelo parasito. Esses achados reforcam a necessidade de se
considerar a diversidade de perfis patogénicos entre cepas de Plasmodium ao
investigar intervengdes nutricionais ou imunomoduladoras, evidenciando que
potenciais estratégias adjuvantes no manejo da malaria devem ser cuidadosamente
validadas em diferentes modelos biologicos antes de sua extrapolacdo para

cenarios clinicos.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a suplementacdo com 6éleo
de peixe rico em DHA néao foi eficaz na protecdo contra alteragdes pulmonares
decorrentes da infeccdo por PbN. Contudo, observou-se que a suplementacao
dietética associou-se parcialmente a protecdo contra alteragcbes intestinais
associadas a infecgcdao. Dessa forma, € possivel inferir que os efeitos protetores

previamente atribuidos ao 6leo de peixe, observados em modelos experimentais de
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infecgdo com Plasmodium berghei ANKA, nédo se reproduzem no contexto da
infeccdo por Plasmodium berghei NK65 no ambito pulmonar. Essa diferenga pode
estar relacionada as diferencas intrinsecas entre as cepas, que apresentam
distintas caracteristicas biolégicas e imunopatoldgicas, resultando em cursos
clinicos e respostas inflamatorias diferentes. Esses achados ressaltam a
importancia de se considerar a variabilidade entre modelos experimentais ao se
investigar estratégias terapéuticas baseadas em modulagéo nutricional da resposta

imune.
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