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malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

Tabela A-56 200

Avaliacdo da permeabilidade vascular cerebral apds seis dias de infeccdo em camundongos
ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou nédo
com P. berghei ANKA.

Tabela A-57 201

Quantidade de regides cerebrais e cerebelares com micro-hemorragia na malaria experimental.
Apos seis dias de infec¢éo, a presenca de micro-hemorragia foi avaliada em camundongos néo
suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou ndo com
P. berghei ANKA.

Tabela A-58 202

Quantidade de regibes cerebrais e cerebelares com infiltrado inflamatério na malaria
experimental. Apés seis dias de infeccdo, a presenca de infiltrado inflamatorio foi avaliada em
camundongos nado suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA.
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RESUMO



A malaria ainda € um importante problema de saude global, acometendo
milhdes de pessoas e resultando em aproximadamente 1 milhdo de mortes por ano.
A forma cerebral € uma das complicagbes mais grave da infeccdo pelo Plasmodium
falciparum em seres humanos, e sua patogénese ndo esta ainda totalmente
esclarecida. A hiperativacdo do sistema imunitario tem sido considerada um
importante determinante da evolucdo para as formas graves. O desequilibrio da
resposta imunitaria com polarizacdo para a resposta inflamatoria tem um papel
central na hiperativacdo do endotélio vascular, no sequestro de eritrocitos
parasitados na microvasculatura cerebral e nas lesbes das células cerebrais. Os
mediadores inflamatorios sdo liberados em resposta aos antigenos plasmodiais, as
proprias citocinas, aos eicosanoides e a outros produtos como a hemozoina e heme
livre, que estimulam diferentes vias de ativacao e regulacao intracelular. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os mecanismos da resposta inflamatoria envolvidos nas
alteracGes cerebrais em camundongos suscetiveis (CBA e C57BL/6) ou resistentes
(BALB/c) a maléria cerebral para melhor esclarecer os possiveis mecanismos
imunopatogénicos determinantes das formas graves da doenga e melhor
caracterizar os modelos experimentais da malaria. Foram utilizados para este estudo
camundongos machos de 8 a 12 semanas de idade, infectados ou ndo com 10°
eritrocitos parasitados pelo Plasmodium berghei ANKA. Para cada linhagem, a morte
espontanea foi avaliada dia a dia e a parasitemia foi comparada entre eles no
terceiro, quinto e oitavo dia da infec¢do. A producédo de oxido nitrico foi determinada
pela reacdo de Griess. O peréxido de hidrogénio foi determinado pelo teste de
oxidacéo do vermelho de fenol na presenca de peroxidase. As citocinas IL-18, IL-4,
IL-10, IL-12, IL-17 e 0 FNT-a foram quantificadas nos homogenatos do cérebro e
cerebelo por teste imunoenzimético. A presenca de COX-2 e 5-LOX foi avaliada nos
macrofagos peritoneais e micrdglia por citometria de fluxo, e nos vasos cerebrais e
células cerebrais por imunohistoquimica. A ativacdo do metabolismo lipidico foi
avaliada pela quantificacdo dos corpusculos lipidicos no citoplasma dos macréfagos
peritoneais pela técnica do Oil red e Bodipy. As vias de ativacdo do NFkB, o
inflamassoma e a regulacéo pelo PPAR-y foram avaliados no citoplasma e no nucleo
dos macrofagos peritoneais. Cortes histolégicos do cérebro também foram avaliados
utilizando o método classico de coloracdo pela hematoxilina-eosina e também por
microscopia eletronica de varredura. A permeabilidade vascular foi avaliada pela
quantificacdo do extravasamento do corante de azul de Evans para o tecido

cerebral. Os camundongos C57BL/6 comecaram a morrer no sexto dia apds a
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infeccdo, os camundongos CBA, dois dias depois, enquanto 55% dos camundongos
BALB/c ainda estavam vivos no décimo quinto dia da infeccdo. A parasitemia nos
camundongos C57BL/6 foi maior do que na linhagem BALB/c no terceiro e quinto
dias apods a infeccdo e no oitavo dia também foi maior do que nos camundongos
CBA. Nos camundongos C57BL/6 houve ativagdo da via canonica do NFxB, e
diminuicdo da producdo de NO e aumento do H,O,, FNT-a e IL-10; ndo houve
alteracdo na producédo de IL-4, IL-12 e IL17; e houve aumento na formacédo de
corpusculos lipidicos e predominancia da expressdao de 5-LOX. Observamos
também ativacdo do inflamassoma NALPR1, porém diminuicdo da producéo IL-1p.
Nos camundongos CBA houve ativacdo preponderantemente da via ndo-canonica
do NFkB, diminuicdo da producdo do FNT-a e da IL-10, ndo houve alteracdo da
producao de IL-12, NO e H,0,, mas observamos um padréao de IL-4 e IL-17 maior do
que o das outras linhagens. Houve também ativacdo do inflamassoma, mas nao
houve alteragdo na producdo de IL-1p. Nos camundongos BALB/c houve ativagéo
preponderantemente da via canbnica do NFxB, mas ndo houve alteracdo na
producao de IL-12, NO e H,0,, que sao estimulados pela atividade desta via. Ainda
observamos diminuicdo na producdo de FNT-a e IL-1B. Observamos que houve
aumento da formacéo de corpusculos lipidicos, mas ndo houve aumento paralelo na
expressdo de COX-2 e 5-LOX. Entretanto, a linhagem BALB/c foi a Unica que
apresentou uma translocacado importante do regulador PPAR-y para o nucleo. O
perfil de resposta foi seguido de alteracdes histopatoldgicas caracteristicas para
cada linhagem, sendo os camundongos C57BL/6 0s que apresentaram a maior
permeabilidade e sequestro de leucécitos. Os camundongos CBA também
apresentaram aumento de permeabilidade, porém menor do que os camundongos
C57BL/6, e também apresentaram maior sequestro de eritrocitos do que leucdcitos.
Poucas alteracdes foram observadas nos camundongos BALB/c. Os resultados
desse trabalho evidenciam diferentes mecanismos de respostas celulares que
devem em conjunto ter contribuido para a evolucao clinica da maléria e mostram que
a escolha do modelo experimental para pesquisas em malaria deve levar em
consideracdo a linhagem do camundongo e suas capacidades individuais de
resposta. Além disso, indicam que a forma cerebral pode ser resultado de diferentes
mecanismos fisiopatologicos. Provavelmente, esses resultados também expliquem

as diferentes evolucdes clinicas observadas da malaria humana.
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ABSTRACT



Malaria is one of the most important problems of public health, affecting
millions people and resulting in almost one million death every year. Cerebral disease
is one of the most severe complications of Plasmodium falciparum malaria and its
immunopathogenesis is not well established. It has been considered that the
excessive activation of the immune system by some parasite components is critical to
the pathogenesis of severe malaria. The imbalance of immune response with
polarization towards the inflammatory mechanisms plays a key role in the activation
of endothelial vessels, in the sequestration of parasitized erythrocytes within the
small vessels of brain and in cerebral cells lesions. The inflammatory mediators are
released in response to plasmodial antigens, cytokines, eicosanoids and other
products as hemozoin and free heme, which stimulates differently the activation and
regulation of intracellular pathways. This work aimed at evaluating the inflammatory
response which is involved in cerebral alterations in susceptible (CBA and C57BL/6)
and resistant (BALB/c) mice to cerebral malaria, to better understanding of the
immunopathological mechanisms and to better characterize the experimental murine
models of malaria. In this work, 8-12 weeks-old male mice were infected with 10°
Plasmodium berghei ANKA parasitized erythrocytes. For each strain, the survival rate
and parasitemia were assessed. The nitric oxide production was evaluated by the
Griess reaction and the hydrogen peroxide production was assessed by the Pick’s
method. IL-1pB, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 and TNF-a production in brain tissue were
quantified by an ELISA test. The COX-2 and 5-LOX expression in microglia and
peritoneal macrophages were analyzed in a flow cytometer. COX-2 and 5-LOX
expression were evaluated in cerebral cells and vessels by immunohistochemistry.
The lipid body formation is a hallmark of the activation of lipid metabolism and it was
quantified in peritoneal macrophages by oil red O staining and bodipy fluorescent
probe. The activation of NFkB pathway, inflammasome and PPAR-y were evaluated
in the nuclei and cytoplasm of peritoneal macrophages. Histopathological evaluation
of the brain was performed by hematoxilin-eosin staining and by scanning electron
microscopy. Vascular permeability was measured by Evans blue dye extraction. The
C57BL/6 mice began to die on the sixth day post-infection, CBA mice, two days later,
while 55% of BALB/c mice still remained alive 15 days after infection. C57BL/6 mice
showed the highest parasitemia compared with the two other strains. Only the
canonical NFkB pathway was activated in C57BL/6 mice, there was a decrease in
NO production, and an increase in H,O,, TNF-a e IL-10 levels after Plasmodium

infection, but no alteration was observed in IL-4, IL-12 and IL-17 production; the lipid
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bodies formation was enhanced and 5-LOX was predominantly expressed. It was
also observed the NALPR1 inflammasome activation, but the IL-1p production was
decreased. The non-canonical NFkB pathway was more activated than the canonical
one in CBA mice. They showed a decline in TNF-a and IL-10 productions, while no
alteration in IL-12, NO and H,O, was observed; the IL-4 and IL-17 pattern production
was higher in these mice than in the other strains. The inflammasome was activated,
but no production of IL-13 was observed. The BALB/c mice showed predominantly
activation of the canonical NFkB pathway, but the products stimulated by the activity
of this pathway, such as, IL-12, NO e H,O, was not changed in infected animals, and
even a decreased production of TNF-a and IL-1f was observed. There was an
increased formation of lipid bodies, however, COX-2 and 5-LOX were not significantly
expressed. In addition, higher translocation of PPAR-y into the nuclei was observed
in this resistant model. These profiles of responses were followed by
histopathological alterations that were characteristics for each strain. The C57BL/6
mice showed the highest vascular permeability and leukocyte sequestration; the CBA
mice also showed increased vascular permeability but lower than C57BL/6 mice, and
they showed more erythrocyte than leukocyte sequestered. Few changes were
observed in BALB/c mice. The results presented in this work suggest that different
mechanisms of cellular responses may have contributed to determinate clinical
malaria and showed that the choice of the experimental model for research on
malaria should take into consideration the strain of mice and their individual
capacities of responses. They also showed that the cerebral form of the disease may
result from different pathophysiological mechanisms. Probably, these results may

also explain the different clinical outcomes observed in human malaria.
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INTRODUCAO



1.1. Malaria cerebral

Ao longo dos ultimos anos, varias estratégias vém sendo aplicadas para
conter o crescimento dos casos de malaria. O envolvimento politico-social dos
lideres e da sociedade privada no combate a doenca, o aumento do suporte
financeiro, as melhores condigcbes de urbanizacdo e a melhora nas condi¢des
nutricionais, aliados a disponibilidade da terapéutica adequada e a utilizacdo de
mosquiteiro impregnado com inseticida, certamente, contribuiram para uma reducao
global de 17% na incidéncia da doenca entre os anos de 2000 e 2010,
principalmente em regides da Europa, da América e noroeste do Pacifico. Contudo,
em torno de 3,3 bilhdes de pessoas ainda estdo em risco de contrair a doencga, e dos
216 milhdes de casos estimados em 2010, 655.000 pessoas morreram neste ano de
complicac6es da malaria grave, dos quais, 86% dos 6Obitos foram de criancas abaixo
de cinco anos de idade (Milner, 2010; OMS, 2012).

As raz0es para esta alta mortalidade incluem muitos fatores, tais como
retardo para iniciar o tratamento, suporte clinico inadequado e dificuldade de acesso
a terapéutica apropriada (Marsh, 1992; Miller e cols, 2002; OMS, 2012). Entretanto,
a morte do paciente com malaria pode ocorrer a despeito da terapéutica
antiparasitaria apropriada e o adequado suporte clinico. Por que isto ocorre ndo é
completamente entendido, mas o fato de que o paciente pode morrer mesmo apos a
diminuicdo da parasitemia indica que outros fatores, além da carga parasitaria,
possam estar envolvidos. De fato, é reconhecido atualmente que a desregulacdo do
sistema imunitario tem importante participagcdo nos mecanismos da patogénese da
anemia e das formas cerebral, renal e pulmonar, as quais caracterizam as formas
graves e complicadas da doenca (OMS, 2000; Weatherall e cols, 2002; Naqvi e cols,
2003; Schofield e Grau, 2005; Mohan e cols, 2008; Mishra e Das, 2008; Buffet e
cols, 2011).

A malaria grave é uma sindrome que pode acometer O6rgdos como
cérebro, pulmdes, rins e cursar com febre alta, confusdo, sonoléncia ou fraqueza
extrema, convulsdes generalizadas, anemia, hipoglicemia, hemoglobinuria, ictericia,
acidose metabdlica, dentre outros. A forma grave mais comum € a malaria cerebral
caracterizada, segundo a OMS, pela presenca de coma ou alteracdo variavel de
consciéncia, apresentando aumento da pressao intracranial, movimentos posturais

de descerebracdo ou descorticacao, alucinagbes, parasitemia no sangue periférico



por P. falciparum e nenhuma outra morbidade associada que possa explicar o
quadro clinico (OMS, 2000; Trampuz e cols, 2003; Schumacher e Spinelli, 2012).

As complicagbes neuroldgicas, como convulsdes, ataxia e coma,
geralmente ocorrem de forma abrupta nas criancas e, nos adultos, tardiamente, com
comprometimento mudltiplo de o6rgaos. Além disso, os adultos apresentam uma
frequéncia menor de edema de papila, retinopatia e resolu¢cdo mais lenta do coma.
Alguns individuos ainda podem desenvolver infartos ou trombose cerebral
decorrentes da coagulacao inadequada. Segundo Wasay e cols (2011), os pacientes
adultos que apresentam complicacBes neurolégicas possuem um risco maior de
morte, enquanto que a maioria das criancas apresenta restabelecimento da
consciéncia em 48h e melhora completa do quadro neuroldgico. Por outro lado, em
torno de 20% das criancas morrem e 10% das que apresentam convulsdes no
momento da admissao no hospital cursam com sequelas pés-tratamento (Idro e cols,
2007; Schumacher e Spinelli, 2012). Essas se estabelecem como alteracoes
neurolégicas e comportamentais e deficiéncias cognitivas, representadas por
dificuldade de memorizacdo, dificuldades de aprendizagem, prejuizo no
desenvolvimento da linguagem, alteracdo na motricidade e na visdo espacial e
desordens psiquiatricas observadas em humanos (Mishra e Newton, 2009; Idro e
cols, 2010) e também em modelos experimentais (Dai e cols, 2010).

No Brasil, os casos de malaria predominam na Regido Amazodnica, que
apresenta em torno de 807 municipios com transmissao ativa de malaria. A média
de casos nos ultimos 12 anos foi de 422.858 por ano, com uma tendéncia a
diminuicdo. Entre os anos de 2000 a 2011 foi registrada uma queda de 56,7% no
namero de casos, saindo de 615.247 notificacdes em 2000 para 266.348 em 2011,
embora em 2005 tenha ocorrido um incremento de 73,7% no numero de casos da
doenca.

A principal espécie causadora da malaria transmitida no Brasil € o
Plasmodium vivax que foi registrado em 78,7% de casos no ano de 2011. J4 do
contingente de 266.348 casos notificados em 2011, 31.736 desses foram causados
pelo Plasmodium falciparum. Segundo o Sistema de Informac¢des sobre Mortalidade
da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (SIM/SVS/MS), a
mortalidade por malaria tem diminuido na Regido Amazodnica, entretanto, um
incremento na proporcédo de oObitos tem ocorrido na regido Extra-Amazonica desde
2000, sendo o Plasmodium falciparum responséavel por 18,8% e o Plasmodium vivax
por 37,7%, em 2011 em todo o Brasil (Brasil, 2013).



No Brasil, raros casos tém sido relatados sobre malaria grave pelo
Plasmodium falciparum. Segundo o SIM/SVS/MS em 2012, somente 15 ébitos foram
registrados por P. falciparum sendo que destes 2 casos foram de malaria cerebral.
Por outro lado, sdo crescentes os dados registrando a presenca de casos graves por
malaria vivax, inclusive com acometimento cerebral (Braga e cols, 2004; Santos-
Ciminera e cols, 2007; da Silva e cols, 2007; Alexandre e cols, 2010). Os
mecanismos que levam um individuo infectado com o Plasmodium vivax desenvolver
a forma cerebral ainda ndo estdo estabelecidos, porém, sugere-se que O
desenvolvimento das formas graves provavelmente esteja associado a presenca de
co-morbidades (Lacerda e cols, 2012) ou ainda que seja reflexo de alteragcdes nos
mecanismos imunopatologicos que estimulam a exacerbacdo da resposta

inflamatéria (da Silva e cols, 2008; Andrade e cols, 2010).

1.2. Ciclo bioldgico dos plasmédios

O principal agente causador das formas graves no mundo € o protozoario
Plasmodium (Laverania) falciparum. Contudo, casos graves de maléria tém sido
atribuidos ao P. vivax e em algumas regides da Africa do Sul observam-se infecgdes
por uma espécie simia, o P. knowlesi, também responsavel por casos fatais.

A transmisséo ocorre quando a fémea do mosquito Anopheles infectada
com o plasmaddio realiza o repasto sanguineo e inocula esporozoitos, que seguem
para figado, onde realizam o primeiro ciclo esquizénico no interior dos hepatdcitos.
Em seguida, os merozoitos formados rompem o hepatocito e ganham a circulacéo
sanguinea, onde apos reorientacdo do seu complexo apical e por meio de sistema
motor, formado de actina-miosina, invadem os eritrocitos para um novo ciclo
esquizénico. Novos merozoitos sdo formados e lancados novamente na circulacao
sanguinea, infectando novos eritrocitos e mantendo assim ciclos intra-eritrocitarios.
Durante o periodo de esquizogonia eritrocitaria, alguns merozoitos se diferenciam
em macrogametas ou microgametas, que ao serem ingeridos pelo mosquito,
realizam a reproducdo sexuada, chamada esporogonia, na qual serdo formados
novos esporozoitos. E justamente durante a liberacdo dos merozoitos no sangue
que se observa as principais manifestacdes clinicas, como febre, mialgias e
convulsdes (Antinori e cols, 2012; Wirth e Pradel, 2012).

As mudancas morfologicas durante o ciclo de vida do parasito séo



acompanhadas por mudancas na expressao de antigenos plasmodiais, importantes
para invasdo de cada tipo celular e para sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro.
Desta forma, a entrada nos hepatécitos dependera de proteinas como a proteina
circunsporozoitica (CSP) e proteina adesiva relacionada com a trombospondina
(TRAP) que se ligam especificamente a proteoglicana sulfato de heparan (SH) ou a
tetraspanina chamada CD81, presentes na superficie do hepatdcito (Frevert e cols,
1993; Silvie e cols, 2003; Ejigiri e Sinnis, 2009).

Para invadir os eritrcitos, os merozoitos utilizam mecanismos complexos
ligando-se a varios antigenos de superficie diferentes. Inicialmente, a ligacdo ocorre
via proteinas ancoradas ao glicofosfatidilinositol (GPI) do plasmédio, tais como as
proteinas da superficie do merozoito (MSPs) e, em seguida, o antigeno de
membrana apical 1 (AMA-1) interage com a superficie do eritrécito durante a
reorientacdo do complexo apical. Essa ligacdo resulta em interacbes secundarias
gue envolvem os antigenos de ligacdo ao eritrécito (EBAS) e proteinas homologas
ligantes ao reticulocito do Plasmodium falciparum (PfRhs) (Gaur e cols, 2004;
Ranjan e cols, 2011). Contudo, os mecanismos de invasdo dos hepatécitos e
eritrocitos sdo complexos e ainda muito estudados uma vez que esse conhecimento
possibilita entre outros a identificagdo de proteinas chaves para a producdo de

vacinas profilaticas (Doolan, 2011).

1.3. Alteracdes imunofisiopatogénicas

A caracteristica central da infeccao pelo P. falciparum é o sequestro de
eritrocitos parasitados na microcirculacdo de varios 6rgaos, principalmente cérebro,
baco e pulmdo (Muniz-Junqueira, 2007; Sarkar e cols, 2010). O sequestro
exacerbado € uma consequéncia direta do desequilibrio de citocinas, principalmente
a superproducdo do fator de necrose tumoral e/ou da linfotoxina (Brown e cols,
1999a; Silamut e cols, 1999; Angulo e Fresno, 2002). Estas citocinas aumentam a
expressdo de moléculas de aderéncia como ICAM-1 (CD 54), VCAM-1 (CD106),
PECAM (CD31), CD36, trombospondina (TSP), P-selecitina (CD62P) e E-selecitina
(CD62E). Essas adesinas sdo expressas na superficie do endotélio vascular e
podem interagir com proteinas do parasito expressos nha membrana dos eritrocitos
infectados como a molécula EMP1 do P. falciparum (PfEMP1), a CLAG9 e, a GPl e a
RSP1/2 (Kyes e cols, 2001; Hunt e Grau, 2003; Nebl e cols, 2005).



Assim, o desenvolvimento da forma cerebral comeca com a exacerbacao
da aderéncia dos eritrocitos parasitados pelo P. falciparum as células endoteliais
e/ou aos eritrcitos vizinhos. Este sequestro pode interferir com o fluxo sanguineo
cerebral local e, portanto, facilitar o acimulo de leucécitos, que sao ativados pelos
produtos liberados pelo parasito durante a multiplicacdo local (Bate e cols, 1988;
Clark e Cowden, 2003). A producado local de citocinas pré-inflamatérias pelos
mondcitos e macrofagos ativados, particularmente o fator de necrose tumoral a
(FNT-a) e linfotoxina (LT) e de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, leva a
ativagdo das células endoteliais e, eventualmente, ao dano destas células e das
células vizinhas (Schofield e Grau, 2005). ApGs ativagdo, hd aumento da producao
de radicais livres pelas células endoteliais e da expressdo de moléculas de
aderéncia, as quais agravam ainda mais o sequestro dos eritrocitos parasitados.

Os estudos histologicos de cortes cerebrais corados com hematoxilina-
eosina e a analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostraram que
como consequéncia das alteragcdes endoteliais ocorre o edema perivascular, hipdxia
do parénquima cerebral circunvizinho, petéquias e hemorragias e rompimento dos
capilares cerebrais e vénulas poés-capilares. Dependendo da extensdo do dano
estrutural cerebral e do grau de distarbio metabdlico, o envolvimento cerebral pode
evoluir para multiplas convulsdes e coma (Lackner e cols, 2006; Muniz-Junqueira e
Tosta, 2007; Mishra e cols, 2007; Mishra e Newton, 2009). Outros pesquisadores
sugerem que a producdo excessiva de Oxido nitrico pode estar envolvida no
desenvolvimento do coma, pela acdo moduladora do NO sobre a transmissdo de
sinal na sinapse neuronal (Mendis e Carter, 1995), como também pela formacéo de

peroxinitritos com leséao tecidual.

1.4. Espécies reativas na malaria cerebral

A producéo de espécies reativas no interior das células pode ocorrer de
maneira fisiologica, como parte do metabolismo que libera como produtos
secundarios ou finais as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio
(ERNs). Ja em processos patolégicos, como na malaria, a producdo de EROs e
ERNs ocorre de forma estimulada e determina a sintese e quebra de varias
moléculas, a transducao dos sinais intracelulares, os mecanismos microbicidas e a

propagacdo de sinais extracelulares. Em conjunto, o desequilibrio na producdo de



citocinas inflamatérias e a alteracdo do metabolismo lipidico promovem a formacao
de varias espécies reativas de oxigénio, como o peréxido de hidrogénio (H,0O,), e de
nitrogénio, como o oxido nitrico (NO) (Morgan e Liu, 2011).

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas durante o metabolismo
aerobio de varias células nas quais, inicialmente, o O, sofre reducdo monovalente
formando o anion superoxido (O;). Esta reacdo € catalisada por sistemas
enzimaticos como a cadeia transportadora de elétrons nas mitocéndrias, as enzimas
metabolizadoras do acido araquidénico (lipoxigenases e cicloxigenases), o citocromo
p450, a xantina oxidase, as peroxidases e a NADPH oxidase (Babior, 1999; Cali,
2005). O oxigénio pode ainda sofrer uma reducdo divalente formando H,O, pela
catalisacdo da oxidase da xantina e a oxidase da glicose, contudo a maior
quantidade desta molécula é proveniente da dismutacdo do O,- pela enzima
superoéxido dismutase (SOD). Ao final, o H,O, é convertido ao radical hidroxila (OH)
ou se associa ao Oxido nitrico formando o radical dioxido de nitrogénio (NO,)
(Forman e Torres, 2001). Todos esses compostos promovem sinais adaptativos e
reparadores, todavia, quando a producéo acentua-se, eles séo capazes de causar a
formacdo de pontes dissulfeto nas proteinas portadoras de grupamento tiol (-SH)
com prejuizo de suas funcdes, e ainda, promovem defeitos na reparacdo do acido
desoxirribonucleico (ADN) por meio de sinais apoptoéticos, lipoperoxidagdo das
membranas, levando a célula a morte. Para evitar o efeito lesivo dos EROs, as
células possuem um sistema antioxidante como a glutationa reduzida (GSH), a
catalase, a glutationa peroxidase (GSH-Px) que detoxificam as espécies reativas
antes que causem dano celular (Ferreira e Matsubara, 1997)

Na malaria, o papel do H,O, é controverso. Estudos realizados com
camundongos C57BL/10 infectados com P. berghei K173, suscetiveis a malaria
grave, demonstraram que estes animais produzem quantidade significantemente
menor de O, e H,0O, do que camundongos da mesma cepa infectados com P. yoelli
17XNL, que apresentam uma infecgao limitada, sugerindo que a producéo de EROs
influencia a evolucéo clinica na malaria letal e ndo letal (Brinkmann e cols, 1984). O
mesmo foi observado por Stevenson e cols (1992), ao trabalharem com
camundongos C57BL/6 resistentes a infeccdo pelo P. chabaudi AS e camundongos
suscetiveis A/J. Outros estudos indicam um efeito microbicida do H,O, sobre o P.
yoelli (Ockenhouse e Shear, 1984; Dockrell e Playfair, 1983) e P. falciparum
(Wozencraft e cols, 1984; Malhotra e cols, 1988).



Apesar do H,0O, estar envolvido nos mecanismos microbicidas, Hermsen
e cols (1997) demonstram que os EROs possuem um papel no desenvolvimento da
malaria cerebral em camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei
K173. J& em camundongos CBA infectados com o Plasmodium berghei ANKA que
também desenvolvem a malaria cerebral, Sanni e cols (1999) ndo observaram
alteracéo na producéo de EROs.

Estudos em pacientes com idade entre 15 e 37 anos infectados com P.
vivax ou P. falciparum, mostraram que durante a malaria ndo complicada, o estresse
oxidativo esta elevado e que este fato contribui para o controle da parasitemia,
provavelmente devido ao aumento do H,O, (Pabdn e cols, 2003; Turrens, 2004). Por
outro lado, o peroxido de hidrogénio parece estar relacionado com a anemia em
pacientes com P. vivax (Meera e cols, 1999) e P. falciparum (Kremsner e cols,
2000), ja que contribui para a peroxidacdo lipidica na membrana do eritrOcito
causando hemdlise (Das e Nanda, 1999).

O oxido nitrico € uma espécie reativa de nitrogénio muito importante para
0 sistema imunitario e para 0 organismo como um todo, pois € uma molécula
mensageira inter e intracelular que possui inameras fungdes bioldgicas (Brunet,
2001). Sua producao é mediada por membros da familia 6xido nitrico sintase (NOS)
gue convertem a L-arginina em L-citrulina. Trés membros desta familia foram
identificados: NOS endotelial (eNOS ou NOS3), NOS neuronal (hnNOS ou NOS1) e a
NOS induzivel (iNOS ou NOS2) (Stuehr, 1999). O oOxido nitrico derivado da eNOS
tem um papel importante na manutencdo da homeostase, inibindo a ativacdo das
células endoteliais, modulando a expressao de moléculas de adesdo (CAMSs) e a
funcdo plaquetéria. Inibe a adesao, ativacao e agregacao de plaquetas tanto pela via
cGMP dependente quanto pela via cGMP independente (Laroux e cols, 2000;
Loscalzo, 2001).

No sistema imunitario, o Oxido nitrico € um componente da resposta
imune inata e sua producdo nos fagocitos € mediada pela enzima INOS (Nathan,
1992). Apesar da polémica inicial sobre as multiplas fungbes do INOS de fagocitos
humanos versus murinos, estudos tém constatado que regibes promotoras génicas
das duas enzimas sdo semelhantes (Chartrain e cols, 1994; Macmicking e
cols,1997). Além de sua funcdo antimicrobiana, o 6xido nitrico pode regular funcdes
do sistema imunitario, incluindo a inibicdo da proliferacdo celular de células T e B, a
adesdo e rolamento de leucocitos no endotélio microvascular e a producdo de

citocinas (Bogdan, 2001; van der Veen, 2001).



Vérios estudos tentam compreender o papel do NO na maléria, entretanto
ainda existem muitas controvérsias. Tém sido relatados seus efeitos benéficos na
defesa antiparasitaria, mas essa molécula parece estar implicada na patogenia das
formas graves da malaria (Sobolewski e cols, 2005a). Véarios autores demonstram
gue o NO possui efeito antiparasitario contra P. falciparum e P. chabaudi (Rockett e
cols, 1988; Taylor-Robinson, 1997; Taylor-Robinson e Looker, 1998; Taylor-
Robinson e Smith, 1999), contudo o mesmo nao foi evidenciado contra P. berghei
(Asensio e cols, 1993; Sobolewski e cols, 2005b). Em humanos, niveis elevados de
espécies reativas de nitrogénio foram observados em pacientes com malaria
cerebral, principalmente naqueles que vieram a Obito, e estes achados
correlacionaram-se com a profundidade e a duracdo do coma e a evolucdo da
doenca (Al Yaman e cols, 1996; Agina e Abd-Allah, 1999).

1.5. Citocinas na malaria cerebral

O papel das citocinas na maléria tem sido vastamente avaliado, contudo a
contribuicdo de cada uma ainda € controversa, provavelmente porque os estudos as
analisam de maneira isolada e com protocolos experimentais diferentes. Contudo,
sabe-se que tanto as respostas T auxiliar 1 (Tal) como a 2 (Ta2) sdo importantes
para controlar a infeccdo e que o estabelecimento de um padrdo inflamatério
contribui para a gravidade da doenca.

A variacdo antigénica plasmodial € em grande parte responsavel por
desencadear as respostas imunes especificas durante cada fase do ciclo biol6gico
do plasmédio. Moléculas de superficie do merozoito do plasmédio bem como os
produtos liberados na lise dos eritrocitos infectados induzem nas células do
hospedeiro a expressdo de varias citocinas implicadas na patogénese da doenca,
como FNT-a, linfotoxina, interleucina-1p (IL-1B) e interleucina-12 (IL-12) (Cooke e
cols, 2000; Miller e cols, 2002; Jamarillo e cols, 2003; Rasti e cols, 2004; Randall e
cols, 2010).

A interleucina 12 € uma citocina importante tanto na imunidade celular
guanto na resposta imune mediada por anticorpos na malaria (Stevenson e cols,
1995; Malaguarnera e cols, 2002). Na maléria humana, a concentracdo de IL-12 se
correlacionou negativamente com a parasitemia em individuos infectados pelo

Plasmodium falciparum (Luty e cols, 2000; Graig e cols, 2003). Adicionalmente, foi



demonstrado que a IL-12 estava aumentada em criancas com malaria moderada e
em menor quantidade com malaria grave (Malaguarnera e cols, 2002). Em modelos
murinos, a administracao da IL-12 diminui a mortalidade e a parasitemia por induzir
a producdo de interferon-y (IFN-y) e 6xido nitrico (Stevenson e cols, 2001). Em
camundongos C57BL/6, o nocauteamento do gene 1112 dificultou o desenvolvimento
de imunidade protetora contra os esporozoitos irradiados de Plasmodium berghei
(Romero e cols, 2007). Provavelmente, a influéncia da IL-12 na imunidade contra os
plasmddios esta relacionada com a capacidade do seu receptor de ativar a
sinalizacao intracelular via STAT/ERK, que é necesséria para a producdo de FNT-aq,
linfotoxina o e B e IFN-y (Kondadasula e cols, 2008; Fauconnier e cols, 2012).

A ativacado do macréfago pelo IFN-y produzido pelos linfécitos T auxiliares
CD4" (T CD4"), principalmente em resposta aos antigenos plasmodiais (Grau e cols,
1986), proporciona uma maior producdo do FNT-a por aumentar os niveis do acido
ribonucleico mensageiro (ARNm) desta citocina, além de aumentar a expressao dos
receptores para o FNT-a na superficie das células alvo (Lou e cols, 2001). Tanto o
FNT-a (Muniz-Junqueira e cols, 2001) quanto o IFN-y (Angulo e Fresno, 2002) tém
efeitos antiplasmodiais e estdo associados com as formas benignas da malaria.
Entretanto, quando estas citocinas sdo produzidas em excesso, elas participam do
processo de hiperativacao endotelial associada a patogénese das formas graves da
doenca (Angulo e Fresno, 2002; Muniz-Junqueira, 2007).

O papel do IFN-y na patogénese da malaria murina foi estabelecido apos
a observacado que o ARNm do IFN-y estava aumentado no cérebro de camundongos
suscetiveis a forma cerebral e que o bloqueio do IFN-y com anticorpos ou o
nocauteamento do gene inf protegeu camundongos C57BL/6 infectados com o
Plasmodium berghei ANKA contra o desenvolvimento da malaria cerebral (Grau e
cols, 1989; de Kossodo e Grau, 1993; Rudin e cols, 1997). Ja em humanos,
enquanto alguns estudos ndo associaram IFN-y plasmético a severidade ou as
complicagbes da malaria (Cabantous e cols, 2005), outros observaram niveis
aumentados no soro de pacientes com Plasmodium falciparum (Ringwald e cols,
1991; Kojima e cols, 2004).

Adicionalmente, o FNT-a, a IL-1 e o IFN-y agem sinergicamente nos
mecanismos que induzem a maldria cerebral (Clark e cols, 1990a; de Kossodo e
Grau, 1993; Rockett e cols, 1994). O aumento paralelo de FNT-o e IL-1p foi

observado nos neurdnios, células endoteliais, microglia, astrocitos e mondcitos
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aderentes no coOrtex de criancas com malaria e camundongos C57BL/6 infectados
com P. berghei (Medana e cols, 1997; Brown e cols, 1999b). Possivelmente, a IL-1
contribua localmente no cérebro para aumentar a adesividade de células e o
infiltrado leucocitario perivascular, por promover a gliose, e ainda, por interferir na
producdo de neurotransmissores, neuropeptidios e segundos mensageiros, 0 que
provoca alteragfes na conducgdo elétrica, no crescimento e na diferenciacdo de
neurdnios (Hopkins e Rothwell, 1995; van Meir, 1995). Em contraste, o tratamento
com IL-la diminuiu as alteracbes neurolégicas em camundongos C57BL/6
infectados com o P. berghei K173 (Curfs e cols, 1990).

JA& o papel do FNT-o tem sido largamente relacionado com o0s
mecanismos imunopatolégicos na malaria humana e murina (Lucas e cols, 1997,
May e cols, 2000; Gimenez e cols, 2003) devido a sua capacidade de induzir sua
propria producédo, além de estimular a sintese de outras citocinas pré-inflamatorias,
ativar linfécitos T, estimular a expressdao das moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal 1 e 2 (CPH1 e CPH2) em vérias células e promover o
extravasamento de leucdcitos para o sitio de infeccdo (Goetz e cols, 2004). Na
maléria, o FNT-a foi capaz de inibir o crescimento in vitro do Plasmodium falciparum
guando adicionado em co-culturas de células mononucleares humanas e eritrocitos
infectados e de promover o aumento da fagocitose quando nestas culturas eram
adicionados também anticorpos anti-P. falciparum (Muniz-Junqueira e cols, 2001).
Por outro lado, a capacidade desta citocina estimular a expressédo de moléculas de
aderéncia no endotélio vascular, como ICAM-1, VCAM-1, PECAM, CD36 e TSP
pode facilitar, quando produzida em excesso, a adesdo aumentada de eritrécitos
parasitados na microvasculatura cerebral ocasionando alteragbes na barreira
hemato-encefalica, nas juncdes celulares que contribuem para obstrucdo do fluxo
sanguineo nas vénulas e para a neurotoxidade (Gimenez e cols, 2003).

O FNT-a representa o prototipo de uma superfamilia de genes de
moléculas ligantes que controlam as defesas do hospedeiro, inflamacéo, apoptose,
autoimunidade e organogénese (Kronke e Adam-Klages, 2002; Randall e Engwerda,
2010). O FNT-a liga-se a dois tipos de receptores, e ambos (rFNT1/p55 e
rENT2/p75) s&@o co-expressos na maioria das células, mas diferem em sua
expressao espontanea e induzida. Tem sido demonstrado que o receptor 1 para
FNT (rFNT1) tem uma funcdo principal na defesa contra infec¢cdes por patdgenos
intracelulares (Lucas e cols, 1997). O FNT-a exerce sua funcdo pela interacao tanto

com o rFNT1, que contém o dominio de morte, como com o receptor 2 para 0 FNT
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(rFNT2), que nao contém o dominio de morte. A linfotoxina interage com o rFNT-2 e
com o rLTP (Wajant e Scheurich, 2001; Randall e Engwerda, 2010).

Estudos em camundongos C57BL/6, suscetiveis a maléaria cerebral,
nocauteados para os genes rENT 1, rENT 2, e rLTp, e infectados pelo Plasmodium
berghei ANKA mostraram que somente os animais rENT 27 foram significantemente
protegidos da forma cerebral, enquanto os animais deficientes do rFNT1 foram téao
suscetiveis a malaria grave quanto os animais selvagens. Além disso, apesar de no
camundongo C57BL/6 selvagem, o rENT2 ter sido predominantemente expresso, a
sinalizagdo via receptor para linfotoxina-f também €& importante para o
desenvolvimento da malaria cerebral (Togbe e cols, 2008). Foi sugerido pelos
autores que a protecéo conferida pela auséncia do rENT2 deveu-se ao fato de ndo
ter ocorrido aumento da expressdo do ICAM-1 nos leucdcitos, diminuindo desta
maneira 0 sequestro na microvasculatura cerebral (Lucas e cols, 1997).

Das citocinas proé-inflamatérias, a IL-17, produzida principalmente por
linfécitos T CD4 Tal7, estda envolvida na inducdo de citocinas inflamatérias e
guimiocinas. Poucos estudos retrataram seu papel na malaria, contudo,
recentemente, a IL-17 teve seu papel relacionado com a imunidade em individuos
co-infectados com o Plasmodium falciparum e com a Wulchereria bancrofti (Metenou
e cols, 2011) e em individuos com malaria hdo complicada pelo Plasmodium vivax
(Bueno e cols, 2012). Tanto na malaria humana quanto na murina, pouco se
conhece sobre suas acfes, porém sua capacidade de estimular a producdo de
quimiocinas importantes para o recrutamento de neutrofilos e linfocitos T CD8+ para
o tecido, a faz um importante alvo de estudo, ja que estas células parecem estar
envolvidas na suscetibilidade e resisténcia a forma cerebral (Campanella e cols,
2008; Miu e cols, 2008; Ouyang e cols, 2008; Van den Steen e cols, 2008). Por outro
lado, estudos mostraram que na malaria cerebral murina as alteracdes neurologicas
ocorreram independentes da acado da IL-17 (Ishida e cols, 2010) e em criancas pré-
escolares, a IL-17 ndo estava relacionada com a eliminacdo do P. falciparum (Noone
e cols, 2013).

Na malaria, a contribuicdo da resposta de linfocitos Ta2 parece estar
relacionada com a remocdo de parasitos durante as fases tardias da infeccéo
priméria, contudo o papel das citocinas anti-inflamatdrias no controle da infecgcéo
malarica é menos claro do que o papel das respostas dos linfécitos do ramo Tal. A
ativacdo do ramo Ta2 resulta em producao de interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10

(IL-10). A capacidade de estimular a producdo de anticorpos pelos linfécitos B em
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infeccdes secundarias (Good e Doolan, 1999) chamou atencéo para o papel da IL-4
nos mecanismos de eliminacdo dos plasmodios durante a doenca. Porém, o
nocauteamento do gene da IL-4 em camundongos infectados com os Plasmodium
chabaudi e Plasmodium berghei ANKA né&o alterou a capacidade dos animais de
controlarem a infeccdo parasitaria (von der Weid e cols, 1994; Saeftel e cols, 2004) e
ainda permitiu que camundongos BALB/c infectados com esporozoitos de P. berghei
ANKA montassem um controle eficiente da infeccdo. Niveis aumentados de IL-10
também foram relacionados a ineficacia do controle da parasitemia e
desencadeamento da anemia em criancas com o P. falciparum (May e cols, 2000;
Huggoson e cols, 2004; Cabantous e cols, 2009; Boeuf e cols, 2012). Esse efeito foi
atribuido as acdes anti-inflamatérias da IL-4 e IL10, que interferem na producdo de
IFN-y e FNT-qa, citocinas importantes para a producdo da molécula microbicida NO,
para a mudanca de classe de IgG1 para IgG3 que medeia a fagocitose do parasito e
por diminuir a capacidade de mondcitos reconhecerem os plasmédios opsonizados
(Kumaratilake e Ferrante, 1992; Zhu e cols, 2006; Cabantous e cols, 2009)

Por outro lado, na maléaria cerebral, a IL-10 parece ter um papel protetor,
uma vez que no inicio da infeccdo evitou o desenvolvimento da sindrome
neurologica em camundongos C57BL/6 (Tan e cols, 2000) e sua neutralizacao
promoveu o desenvolvimento da malaria cerebral em camundongos BALB/c
resistentes (de Kossodo e cols, 1997). Além disso, varios estudos com foco na IL-10
mostraram que esta citocina desempenha um papel importante no controle da
resposta antiparasitaria e no dano tecidual causado pela resposta inflamatéria e que
os polimorfismos nos seus genes se relacionam com as manifestacfes clinicas da

malaria (Freitas do Rosario e Langhorne, 2012; Zhang e cols, 2012).

1.6. Vias de sinalizacao intracitoplasmaticas

Os fendmenos intracelulares que ocorrem apos a ligacdo do FNT/LT aos
seus receptores sdo complexos e ainda pouco entendidos na malaria. Muitas
proteinas que estdo envolvidas nas vias de ativacdo de proliferagdo e morte
programada celular interagem direta ou indiretamente com o0s dominios
citoplasmaticos dos receptores rFENTL, rENT2 e rLTp, apés ligacdo do FNT-a e da
LT, mostrando que estes receptores estdo conectados com a apoptose via caspases

e com a cascata de sinalizacao que leva a ativacdo do NF-xB e JNK/MAPK (Wajant
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e Scheurich, 2001; Randall e Engwerda, 2010).

A sinalizacao através dos receptores da superfamilia do FNT-a ocorre por
meio de duas classes de proteinas adaptadoras: os fatores associados ao receptor
do FNT (TRAFs) e as moléculas com dominio de morte (DD). Sete membros da
familia TRAF estdo envolvidos na transducdo de sinal. Os TRAF 1 e 2 estéo
envolvidas na transducéo do sinal do FNT-o, LT e IL-17 e o TRAF 6 esta relacionado
com a sinalizacdo via receptor da IL-1 e de alguns membros dos receptores
semelhantes ao TOLL. Estudos demonstram que o TRAF 1 em associagdo com o
TRAF 2 e clAP evita a apoptose mediada pelo FNT-a. O TRAF 2 tem um papel
importante em mediar a sinalizagdo estimulada por meio do rFENT1, ativando a via do
NF-kB e JNK. Além disso, tem sido sugerido que o TRAF 2 é um ponto de
integracdo entre os sinais anti e pro-apoptoticos. A sinalizacdo pelo TRAF 1
raramente resulta em apoptose, mas pode estimular muitas vias que levam a
ativacdo celular, diferenciacdo, mas também a apoptose (Chung e cols, 2002;
Randall e Engwerda, 2010; Oeckinghaus e cols, 2011).

Entre as vias de ativacao intracelular sinalizadas via TRAF estdo aquelas
qgue culminam na ativacdo do NF-«B, JNK e caspases (Kronke e Adam-Klages,
2002; Oeckinghaus e cols, 2011). Tanto os receptores para o FNT-o quanto para a
linfotoxina e IL-13 podem ativar estas vias recrutando, em sua porgao
intracitoplasmatica, diferentes proteinas adaptadoras, além dos TRAFs, como a
FADD, TRADD, a NIK, RIP e clAP. Acrescenta-se que as proteinas que se adaptam
nas caudas intracitoplasméaticas podem interagir umas com as outras ativando
mecanismos redundantes de sinalizacdo e regulacdo (Basak e Hoffmann, 2008;
Varfolomeev e Vucic, 2008; Shih e cols, 2011). Considerando que nas respostas
antiplasmodiais existe uma multiplicidade de interagdes entre as citocinas, como o
FNT-a e LT, e seus receptores rENT e rLT, na membrana celular e os mecanismos
intracelulares que potencialmente podem ser ativados apds essa interacdo (Lucas e
cols, 1997; Togbe e cols, 2008), é possivel que a suscetibilidade ou ndo as formas
graves da doenca possa depender da via de ativacdo que € estimulada
predominantemente; entretanto, estes aspectos ainda precisam ser esclarecidos na
malaria.

A resposta imune inata, principalmente a fagocitose, representa a primeira
linha de defesa contra o plasmddio, seguida pela resposta adaptativa (Muniz-
Junqueira e cols, 2001, 2005; Tosta e cols, 2005; Muniz-Junqueira e Tosta, 2009). O

reconhecimento de microrganismos pelos receptores associados aos padrdes
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moleculares de patdgenos (PAMP), que fazem parte da imunidade inata, induz a
expressao de citocinas, as quais agem como mediadoras da inflamacéo, recrutando
mais ceélulas fagociticas responsaveis pela remocdo dos patégenos. A producgdo
destas citocinas inflamatdrias é estimulada pela via do NF-«B.

O fator nuclear (NF)-kB, seu inibidor (IkB) e a cinase do fator nuclear -xB
(IKK) sédo formados por um conjunto de proteinas que se relacionam e que
controlam a inducdo ou repressdo da expressao génica celular. Nos mamiferos
existem cinco membros da familia do NF-xB: 1) RelA (p65), 2) RelB (p68), 3) c-Rel,
4) NF-xB1 (p50/p105) e 5) NF-xB2 (p52/p100). Para que estes membros né&o
transloquem para o ndcleo ativando expressdes génicas desnecessarias, ha maioria
das células, os complexos NF-kB séo retidos no citoplasma por uma familia de
proteinas inibitérias, as IkBs. As IkBs: IkBa, 1kBp, IkBe e BCL-3 agem em parte
mascarando a regido nuclear de ligacdo dos promotores NF-«kB, os mantendo
represados no citoplasma. E a fosforilacdo destas proteinas inibitérias pelos
complexos de cinases IKKs (IKKa, IKKB, IKK6 e NEMO) que degradam as IkBs e
permitem a translocacdo dos promotores para o nucleo (Perkins, 2007; Shih e cols,
2011).

A translocacao para o nucleo dos fatores nucleares -kB s6 ocorre quando
eles dimerizam no citoplasma celular. A combinacao entre os diversos componentes
dos NF-xB podem gerar até 15 dimeros, sendo o dimero RelA:p50 constitutivamente
formado na maioria das células. Dos dimeros formados, o RelA:RelB, o RelB:RelB e
0 cRel:RelB ndo sédo capazes de ligar ao acido desoxirribonucleico (ADN) e os
dimeros p50:p50, p52:p52 e p50:p52 ligam ao ADN mas ndo possuem atividade
transcricional. Contudo, a taxa de formacao de dimeros € uma caracteristica prépria
de cada célula e dependera de estimulos extracelulares (O’'Dea e Hoffmann, 2010).
Entre os genes regulados pelos dimeros do NF-kB estdo aqueles relacionados com
a morte celular programada (BCL-2), com a adeséo celular (ICAM, VCAM e
selectinas), com a proliferacdo (p53, c-Myc, Ras), com a resposta imune inata e
adaptativa (CPH 1 e 2 e citocinas), com a resposta oxidativa (iNOS, SOD e NADPH
oxidade), com a inflamacédo e com o remodelamento tecidual (Karin e cols, 2002;
Shehata, 2005).

Antigenos do plasmaddio (Bate e cols, 1989) e particularmente a molécula
glicofosfatidil inositol (GPI) induzem a transducdo do sinal intracelular via NF-xB

(figura 01) culminando com a producédo das citocinas inflamatérias FNT-a, IL-1p e IL-
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6, na ativacao da via da sintase do oxido nitrico e na expressdo das moléculas de
aderéncia ICAM-1 e VCAM-1 (Tachado e cols, 1996; Ramasamy, 1998; Tripathi e
cols, 2009), todos envolvidos tanto na defesa antiplasmédio quanto na
imunopatogenia da malaria grave cerebral (Muniz-Junqueira e cols, 2001; Muniz-
Junqueira, 2002; Silva, 2002; Muniz-Jungueira, 2007).

Vérios estimulos que induzem a ativacdo da via do NF-xB, como citocinas
(FNT-a, IL-1pB, IL-2, IL-6), a molécula GPI do plasmaddio, a hemozoina, o 6xido nitrico
e os radicais de oxigénio (Garg e Aggarwal, 2002; Shehata, 2005; Morgan e Liu,
2011) encontram-se aumentadas na infeccdo grave pelo plasmodio (Muniz-
Junqueira 2007; Clark e cols, 2008). Esta producdo aumentada pode levar a
ativacdo da via do NF-xB e terminar num processo de retroalimentacdo positiva,
agravando ainda mais o processo, pois podem exacerbar a producdo das mesmas
moléculas que as induziram, e que estdo envolvidas nos processos
imunopatoldgicos da doenca. Entretanto, os fatores envolvidos na ativacdo ou ndo
da via do NF-«xB ainda precisam ser esclarecidos na malaria. Alguns estudos
mostram que a modulacdo dessa via € um caminho importante na busca de um
melhor tratamento das formas graves. Tem sido demonstrado que o tratamento com
rosiglitazona e o curcumim, que modulam a resposta do hospedeiro ao plasmadio
via NF-kB, melhora a sobrevida em modelos experimentais de malaria cerebral
(Serghides e cols, 2009; Balachandar e Katyal, 2011; Mimche e cols, 2011;
Serghides, 2012).
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Figura 01. Vias de sinalizagdo intracelular e seus produtos nos macréfagos. A via do NF-xB pode ser ativada por
mecanismos diferentes oriundos tanto da ligacdo de citocinas como FNT-a, LTa e IL-1B aos seus receptores
(rFNT, rLTB e rIL-1) ou pela ligagdo de antigenos aos receptores TOLL (rTL). A via candnica do NF-«B inicia
guando moléculas adaptadoras (TRADD, MyD88, TIR) e cinases (TAK e JNK) ativam o complexo IKK-o,p e
NEMO que séo capazes de liberar os fatores -xkB dos seus inibidores 1kB (a,f ou &), que posteriormente séo
degradados pelo proteassoma. Na via candnica do NF-xB sdo formados dimeros com os fatores RelA, cRel e
p50. A via ndo candnica do NF-«xB inicia apos ativagdo da molécula NIK pelas proteinas adaptadoras TRAFF e
clAP. A NIK estimula a degradacao da atividade cinase da p100 (IKKa:IKKa) permitindo a formagéo da p52 que
transloca ligada com o RelB. A ligacdo dos fatores nucleares as regiées -«B no ADN pode transcrever varios
genes diferentes. Além disso, essa atividade nuclear pode ainda depender de co-fatores transcricionais como a

AP-1 ou pode ser regulada por fatores como 0 PPAR-y.
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As drogas rosiglitazona e curcumina sdo agonistas dos receptores de
proliferacdo peroxissomal ativada (PPARs). Recentemente, varios estudos tém
demonstrado que esses PPARs possuem importantes propriedades anti-
inflamatdrias e imunomoduladoras, modulam o metabolismo de lipidios e de
carboidratos e desempenham ac¢des no desenvolvimento, diferenciacdo e apoptose
celular, além de estar envolvidos na regeneracédo tecidual e neuroprotecédo (Chinetti
e cols, 2001; 2003; Feng e cols, 2008; Wang, 2010). Os PPARs sédo receptores
nucleares expressos em trés isoformas: o PPAR-a, 0 PPAR-B/5 e o PPAR-y que se
dimerizam com o receptor retindide X (RXR). Ao translocar para o nucleo, o
heterodimero PPAR/RXR liga-se em regies génicas formadas pela sequéncia
repetida de AGGTCA separada por um ou dois nucleotideos, conhecida como
elemento de resposta do PPAR (PPRESs) (Desvergne e Wahli, 1999). Todas as trés
isoformas desempenham diversas ac¢des biolégicas durante a resposta imune, como
a inibicdo da producdo de INOS, das citocinas FNT-a e IFN-y e de enzimas
formadoras de eicosanoides (Li e cols, 2000; Mendes e LaPointe, 2003; Welch e
cols, 2003; Ye, 2008), que se encontram aumentados nas formas graves da malaria.
Assim, alguns estudos tém indicado um importante papel do PPAR-y na resisténcia
(Bopp e cols, 2010) e no tratamento da malaria cerebral (Boggild e cols, 2009;
Balachandar e Katyal, 2011), contudo, pouco se conhece ainda sobre seus

mecanismos de acao na doenca.

1.7. Inflamassoma

Outro mecanismo inato que tem sido implicado na resposta a varios
microrganismos, principalmente bactérias e virus, envolve a ativacdo da IL-1p pelo
inflamassoma. Uma das consequéncias da ativacao da resposta inata € a secre¢ao
de citocinas estimulada pela via do NF-«xB, entre elas a IL-1B. Ao contrario de outras
citocinas, a IL-1p € produzida em uma forma inativa, a pro-IL1B que necessita ser
clivada enzimaticamente para ativagdo. Entre as varias enzimas que realizam este
processo, a caspase 1 é a principal enzima que cliva o precursor da IL-1B, sendo
este processo regulado na intimidade do inflamassoma, que é uma plataforma
multiprotéica.

O inflamassoma é um complexo proteico formado por uma proteina com

um dominio nucleotidico de ligacdo, rico em repeticdbes de leucina (NLR), uma
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molécula adaptadora associada a apoptose, uma proteina pequena que contém um
dominio CARD (ASC) e a caspase 1. Os inflamassomas ja descritos sdo: 0s
inflamassomas ativados pelo AIM2, pelo RIG-1, pelo NLRP1, pelo NLRC4, pelo
NIAP5 e pelo mais estudado, o NLRP3, que pertence a familia dos NLR de
receptores de patogenos, os PAMPs (Skeldon e Saleh, 2011; van de Veerdonk e
cols, 2011; Walle e Lamkanfi, 2011).

Pouco se conhece sobre o envolvimento do inflamassoma nas infecgbes
parasitarias. Na maléaria, seu papel € controverso, porém, poucos estudos foram
realizados. Sugere-se que a hemozoina pode ser reconhecida pelo inflamassoma
NLPR3 (Hanscheid e cols, 2007), e que, in vitro, ela induz a ativagao da caspase-1 e
a producédo de IL-1B na dependéncia de ASC e das tirosinas cinases Syk e Lyn
(Dostert e cols, 2009; Shio e cols, 2009). Contudo, Griffith e cols (2009) néo
obtiveram os mesmos resultados. Nos estudos in vivo, a producédo de IL-1p parece
nao ser influenciada pelo inflamassoma, apesar de se observar um retardo no
desenvolvimento da forma clinica cerebral em camundongos nlpr3” (Labbe e cols,
2010; Reimer e cols, 2010; Kordes e cols, 2011). Entretanto, poucos estudos
compararam estas respostas em modelos murinos de malaria com bases genéticas

diferentes.

1.8. Corpusculos lipidicos

Evidéncias mostram que os corpusculos lipidicos sdo as principais
organelas produtoras de eicosanoides e sdo chaves no processo de sinalizacao
intracelular e nas células do processo inflamatorio. Apesar de serem tipicamente
encontrados em células normais de forma dispersa no citoplasma, seu aumento ja
foi descrito em neoplasias, ateroesclerose, sepse bacteriana, sindrome da angustia
respiratoria aguda, artrite e infeccdes por micobactéria (Melo e Dvorak, 2012).

Nas infeccbes parasitarias, 0 aumento de corpusculos lipidicos foi
observado nos macréfagos peritoneais na infeccdo murina por Leishmania
amazonensis (Pinheiro e cols, 2009), nos fibroblastos na toxoplasmose humana
(Charron e cols, 2002), nos macrofagos peritoneais e cardiacos de camundongos e
ratos infectados com o Trypanosoma cruzi (Melo e cols, 2003; D’avila e cols, 2011) e
em eosindfilos na esquistossomose murina (Magalhdes e cols, 2010). Na malaria,
seu estudo se restringe a observacgfes ultraestruturais em hepatdcitos (Rodrigues-
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Acosta e cols, 1998) e em células renais (Pulido-Méndez e cols, 2006) de
camundongos infectados com o Plasmodium berghei ANKA e em eritrOcitos
parasitados pelo Plasmodium falciparum (Palacpac e cols, 2004). Contudo, a
interferéncia na formacao dos corpusculos lipidicos tem sido sugerida como um alvo
para tratamento, uma vez que estdo envolvidos na sintese de fosfolipidios e acidos
graxos importantes para o crescimento e proliferacdo dos plasmddios e também
devido a sua capacidade de armazenar enzimas envolvidas nos processos
inflamatdrios observados na malaria grave (Palacpac e cols, 2004).

No cérebro, a alteracdo do metabolismo lipidico parece estar associado a
varias desordens e alteracdes neuroldgicas. Baixas concentracfes de produtos
lipidicos influenciam na biossintese de neurotransmissores e 0 aumento da
peroxidacdo lipidica se correlaciona a um mau prognéstico em varias doencas
cerebrais (Harada e cols, 2007; Adibhatla e Hatcher, 2008). Na infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA, a alteracdo do metabolismo lipidico no cérebro se
associou ao desenvolvimento da malaria cerebral em camundongos C57BL/6
(Ghosh e cols, 2012).

Estruturalmente, os corpusculos lipidicos sédo envolvidos por uma
monocamada de fosfolipidios e seu ndcleo central € rico em lipideos neutros.
Estudos protedmicos demonstraram que eles possuem e podem produzir proteinas
envolvidas no metabolismo do colesterol e triglicerideos, no transporte do
araquidonato e dos acidos graxos para membrana, além de estarem envolvidos na
regulacdo e formacdo dos eicosanoides, no armazenamento de citocinas, como o
FNT-a, e quimiocinas, como a Rantes, e na ativacdo das vias de sinalizagéo

intracelular (Bozza e Bandeira-Melo, 2005; Wan e cols, 2007; Bozza e cols, 2009).

1.9. Eicosanoides

Outros mediadores importantes da inflamagé&o sado os eicosanoides que
podem ser produzidos em resposta a citocinas inflamatérias, como o FNT-a, a IL-1
e a linfotoxina. Os eicosanoides sdo formados a partir da transformacédo do acido
araquidonico e medeiam processos celulares como a proliferacdo, apoptose,
metabolismo e migracgéo celular. Para a producéo de eicosanoides, o diacilglicerol e
os fosfolipideos sédo hidrolisados a acido araquidonico (AA) pelo PCLB e PLAZ2,

respectivamente. Em seguida, o AA é convertido em prostaglandina G2 (PGG,)
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pelas cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e em leucotrienos pela 5-lipoxigenase
(5-LOX). A PGG:; ainda pode ser convertida a PGH, pela peroxidase e a Ultima em
metabdlitos finais: tromboxano, prostaciclina e prostaglandinas E;, F, e D,. Na via
dos leucotrienos, a 5-lipoxigenase promove primeiro a formacgéo do 15-HPETE e 5-
HPETE que dardo origem as lipoxinas (A e B) e aos leucotrienos (B4 e E4),
respectivamente (Bozza e cols, 2009).

Na malaria, alguns estudos demonstraram que o0s eicosanoides podem
influenciar a funcdo de células e a evolucao da doenca. No estudo de Alves e cols
(1992) foi observada reducdo na capacidade proliferativa de linfécitos T de
individuos infectados com P. falciparum ou P.vivax quando em cultura com PGE-.
Em outro estudo, camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA e
tratados com aspirina apresentaram uma sobrevida maior e, nesse mesmo estudo, a
prostraglandina se mostrou protetora de maléaria cerebral, enquanto, os leucotrienos
correlacionaram-se com a gravidade da doenca (Xiao e cols, 1999). Ja no estudo de
Ball e cols (2004), a COX-1 é expressa no cérebro dos camundongos CBA e
C57BL/6 quando infectados com o Plasmodium berghei ANKA ou P. berghei K173,
contudo, neste estudo, o aumento de COX-2 s6 foi deflagrado pelo P. berghei ANKA

e ocorreu progressivamente durante a evolugdo da maléria cerebral.

1.10. Modelos experimentais na maléaria

A maioria do conhecimento sobre a imunopatologia da malaria advem de
estudos post-mortem ou de modelos experimentais. Porém, considerando as
peculiaridades da fisiopatologia da malaria em humanos, White e cols (2010)
levantaram uma discussdo a cerca das contribuicdes dos modelos murinos no
entendimento da doenga humana, gerando ceticismo na comunidade cientifica
(Graig e cols, 2012). Um dos problemas centrais desta discussao versa sobre 0 uso
do camundongo C57BL/6 infectado com o Plasmodium berghei ANKA como modelo
de maléaria cerebral, uma vez que ndo ocorre ou ocorre minimamente sequestro de
eritrocitos na microvasculatura cerebral deles, ao contrario do que ocorre em seres
humanos, provavelmente devido a diferentes fenotipos de adesédo (de Souza e Riley,
2002). Contudo, vérios aspectos da doenca séo similares aos seres humanos (ver
tabela 01). Uma melhor compreensdao e uma andlise comparativa das respostas

entre os diversos modelos experimentais poderdo contribuir para uma melhor
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utiizacdo dos modelos experimentais para o entendimento dos mecanismos
imunopatogénicos da malaria.

Os principais modelos utilizados para o estudo da malaria cerebral sdo os
camundongos singénicos das linhagens CBA e C57BL/6 infectados pelo
Plasmodium berghei ANKA (Lou e cols, 2001). As duas linhagens apresentam
alteracdes neuroldgicas, ataxia, paralisia muscular, convulsdes, coma e morte, que
também sdo observadas em seres humanos (Smith e cols, 1994). O modelo CBA
possui haplétipo do CPH H-2X e morre com sinais neurolégicos e baixa parasitemia
em torno do 8° dia de infeccdo, j& o camundongo C57BL/6 com hapldtipo H-2°
também apresenta a malaria cerebral, mas desenvolve sinais neurolégicos mais
precocemente que os animais CBA. Além disso, assim como o0s seres humanos, 0s
dois modelos apresentam alteracbes metabdlicas e vasculares sistémicas e no
cérebro apresentam hemorragias focais, edema, obstrucdo e congestdo vascular,
alteracdo na conducdo elétrica neuronal, apoptose celular, quebra da barreira
hemato-encefalica e aumento da pressao intracraniana (Pongponratn e cols, 2003;
Muniz-Junqueira, 2007; Nacer e cols, 2012).

Tabela 01: Alteragdes patologicas ja descritas na malaria cerebral compartilhadas entre os seres
humanos e o modelo murino

Alteracdes Referéncias

Hemorragia cerebral

Obstrucdo da microvasculatura

Edema perivascular

Necrose da microvasculatura

Alteracéo e apoptose aumentada em astrécitos e neurdnios

Sequestro de eritrécitos parasitados (humanos: +++ e murino: ++) Lou e col, 2001

Sequestro de leucécitos (humanos: ++ e murino: +++) de Souza e cols. 2009

Sequestro de plaguetas

. - Franke-Fayard e cols, 2010
Participacao de fatores de coagulacéo, como o fator de von Willebrand ¥

Aumento de moléculas de aderéncia, como ICAM, VCAM, CD36 Grau e Graig, 2012

Expressdo aumentada do CPH 1 e 2

Aumento de receptores para 0 FNT-a

Aumento de citocinas pré-inflamatérias, como FNT-a e IFN-y

Desenvolvimento de convulsdes e coma

Presenca de alteragdes cognitivas e comportamentais
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Diferente dos modelos CBA e C57BL/6, o camundongo BALB/c possui
haplétipo H-2° e na malaria ndo desenvolve a sindrome neuroldgica, apesar de
apresentar alteragfes também no tecido cerebral (Lacerda-Queiroz, 2007). Por outro
lado, quando infectado com o Plasmodium berghei ANKA, o camundongo BALB/c
morre em torno da 32 a 4% semana poés-infeccdo com anemia grave e com
parasitemia alta (de Kossodo e Grau, 1993) (Tabela 02). A anemia nesses animais
se desenvolve por mecanismos variados, mas a hemdlise periférica causada pela
multiplicacdo intraeritrocitaria do parasito contribui em primeira instancia para o
desenvolvimento da patologia (Soni e cols, 2005). Além disso, a eritrofagocitose
(Wickramasinghe e Abdalla, 2000), a eritropoiese ineficiente na medula (Mohan e
Stevenson, 1999; Martiney e cols, 2000; Ekvall, 2003), o aumento da peroxidacao
lipidica da membrana eritrocitaria (Das e cols, 1999) e a formacéo de anticorpos
contra os eritrocitos (Helegbe e cols, 2009) sdo mecanismos importantes para o

estabelecimento da anemia nesses animais e em humanos.

Tabela 02: Caracteristicas e alteragfes observadas em diferentes camundongos (Mus musculus)
infectados pelo Plasmodium berghei ANKA. Animais com idade entre 6 e 8 semanas de vida.

BALB/c CBA C57BL/6 Referéncias

http://www.informatics.jax.org/external/

Zat d k b
Az B EPA he e e festing/mouse/STRAINS.shtml

32a42 7 a 14 dias 6 a 9 dias .
L . . . Pierrot e cols, 2003
Inicio da morte semana pos- apos a apos a Grau e cols. 1987
infecgcao infecgcao infeccao ’
Parasitemia no momento da . . Pierrot e cols, 2003
Alta Baixa Baixa
morte Grau e cols, 1987

Delahaye e cols, 2006
Sindrome neurolégica Resistente Suscetivel Suscetivel Bagot e cols, 2002
Oakley e cols, 2011

Incidéncia cumulativa de 0 80 a 90 80 Carvalho e cols, 2000
malaria cerebral (%) Schmutzhard e cols, 2010

Sequestro microvascular
(eritrécitos parasitados)

Di Baptista e cols, 2010

Minimo Presente Presente Lacerda-Queiroz, 2007

Chen e cols, 2000b
Carvalho e cols, 2000
Minimo Presente Presente Lackner e cols, 2006
Lacerda-Queiroz e cols, 2010

Nacer e cols, 2012

Sequestro microvascular
(Leucocitos)
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JUSTIFICATIVA



Uma caracteristica comum das formas graves da malaria é a
descontrolada ativacdo do sistema imunitario. Porém, as respostas clinicamente
diferentes ao parasito sugerem que sdo multiplos os mecanismos patogénicos que
fazem com que um individuo produza citocinas de modo exacerbado e evolua para
as formas graves da doenca e morra e outros ndo. Além disso, os diversos perfis de
producdo de mediadores inflamatdrios, de citocinas e de seus receptores na maléaria
cerebral apresentada por criancas e adultos reforcam a hipétese de que o
desenvolvimento da forma neurolégica nos seres humanos também possa ser
determinado por diversos mecanismos fisiopatoldgicos.

Considerando a hipétese que as formas graves da malaria poderiam ser
determinadas por processos inflamatérios distintos, geneticamente dependentes da
ativagcdo de vias diferentes do NFxB, do inflamassoma e do metabolismo lipidico,
que em conjunto poderiam colaborar para o desenvolvimento das alteragbes
neurolégicas, é possivel que estes mecanismos imunopatogénicos diferentes
responsaveis pela forma cerebral da malaria poderiam ser mais bem evidenciados
pelo estudo de diferentes linhagens de camundongos suscetiveis a malaria cerebral
infectados pelo mesmo plasmadio.

Assim, uma maior compreensdo das respostas a infeccdo entre os
diferentes modelos da doenca em animais suscetiveis ou resistentes a malaria
cerebral, poderia contribuir para a melhor utilizacdo dos modelos experimentais
murinos para o entendimento da maléria grave no ser humano. Além disso, o
entendimento dos mecanismos envolvidos na hiperativagdo do sistema imunitario
em linhagens de camundongos que desenvolvem diferentes fenétipos da malaria
poderia dar subsidios para uma melhor compreensdo dos mecanismos
imunopatogénicos envolvidos nas formas graves da doenga.

A avaliagdo dos aspectos funcionais do sistema imunitario relacionados
com as alteracOes das vias moleculares que ocorrem na intimidade das células e a
interacdo entre os produtos gerados na ativacdo dessas vias poderdao ampliar o
conhecimento de como 0s mecanismos patogénicos contribuem para os diferentes
perfis patogénicos da malaria. Consequentemente, isso possibilitara que estudos
mais assertivos promovam indicacdes terapéuticas mais adequadas, no sentido de
reduzir a gravidade das manifestacdes clinico-patolégicas e melhorar o prognéstico

dos pacientes.
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OBJETIVOS



O objetivo do presente estudo foi esclarecer como as vias de ativacao
intracelulares se relacionam com a producdo de componentes da resposta
inflamatdria na malaria murina, utilizando modelos susceptiveis (CBA e C57BL6) ou
ndo (BALB/c) a maléria cerebral, infectados ou ndo com o Plasmodium berghei
ANKA.

Para tal, foram realizadas as seguintes avaliacoes:

1) Andlise nos macrofagos peritoneais das proteinas p52, RelA (p65) e

RelB (p68) envolvidas na via de sinalizacéo intracelular do NFkB;

2) Analise nos macrofagos peritoneais das proteinas ASC, NALPR1 e

caspase 1 pertencentes ao inflamassoma;

3) Analise nos macréfagos peritoneais, na micréglia e no tecido cerebral
das enzimas COX-2 e 5-LOX envolvidas na formacéo de eicosanoides;

4) Quantificacdo das citocinas pro-inflamatérias I1L-12, FNT-a, IL-18 e IL-
17 e anti-inflamatdrias IL-4 e IL-10 nos homogenatos do tecido cerebral;

5) Quantificagdo dos radicais de oxigénio e nitrogénio em macrofagos

peritoneais;

6) Correlagdo entre a expressdo das moléculas avaliadas com a

histopatologia do tecido cerebral e as func¢des celulares dos macrofagos;

7) Correlagéo dos resultados encontrados com o intuito de estabelecer o

perfil de resposta nos animais suscetiveis ou ndo a malaria cerebral.
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METODOLOGIA



4.1. Delineamento experimental
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Figura 02. Fluxograma dos experimentos.
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Este estudo é do tipo experimental e foi realizado comparando o0s
achados em camundongos infectados com o Plasmodium berghei ANKA de trés
linhagens diferentes — BALB/c, CBA e C57BL/6 — com seus controles ndo infectados
e entre si. As linhagens foram escolhidas com base no tipo de evolucéo clinica da
maléria nestes modelos experimentais (item 4.2).

A coleta e os processamentos foram realizados sempre no sexto dia de
infeccdo, momento no qual se iniciam o0s sinais neurolégicos da doenca nos

camundongos C57BL/6 que evoluem para forma cerebral. Neste dia, as

29



parasitemias foram avaliadas para confirmar a infec¢cdo nos animais (item 4.4). Trés
outros grupos de animais, cada um de uma linhagem, foram acompanhados até sua
morte espontanea para se estabelecer a curva de sobrevida (item 4.5).

Do grupo de animais sacrificados no sexto dia da infeccdo foram
coletados macrofagos por lavagem da cavidade peritoneal (item 4.6.2) para as
seguintes avaliacBes: producdo de o6xido nitrico (item 4.6.4) e de peréxido de
hidrogénio (item 4.6.5); formacdo de corpos lipidicos (item 4.6.7); ativacdo do
inflamassoma pela analise das proteinas NALPR1, ASC e caspase 1, avaliacdo da
via do NFkB pela andlise das proteinas RelA (p65), RelB (p68) e p52 e andlise da
proteina PPAR-y (item 4.6.6). Além dos macrofagos peritoneais, a microglia também
foi coletada (item 4.6.1) para avaliar a quantidade intracelular de COX-2 e 5-LOX
produzidas no sexto dia da infeccéo (item 4.6.8).

Para melhor esclarecer aspectos imunofisiopatogénicos da doenca os
cérebros foram obtidos no sexto dia da infeccdo e analisados imediatamente apos a
morte (item 4.7.1). Os cérebros foram processados para analise histopatol6gica
classica (item 4.7.3), para a expressao de COX-2 e 5-LOX por imunohistoquimica
(item 4.7.4) e para analise morfolégica por microscopia eletrénica de varredura (item
4.7.5). Os cérebros foram também coletados para preparacdo dos homogenatos
(item 4.7.6) para dosagem de citocinas (item 4.7.7). Para avaliar a integridade do
endotélio vascular foi realizado ainda teste de permeabilidade vascular utilizando o
corante azul de Evans (item 4.7.8).

A maioria dos experimentos foi realizada no Laboratério de Imunologia
Celular do departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia. Os cortes histopatologicos foram realizados no Laboratério de histologia e
as analises imunohistopatolégicas no Laboratério Patologia também do mesmo
departamento. A captura de imagens foi feita em microscédpio confocal, em
microscépio eletrbnico de varredura, e no microscépio Axiophot; as leituras por
citometria de fluxo foram realizadas no Laboratorio de Microscopia do Departamento
de Biologia Celular do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia; e a dosagem
de citocinas foi realizada no Laboratério de Radicais Livres e Imunologia da

Inflamagéao também do mesmo departamento.

OBS: Todas as marcas dos reagentes estdo descritas no apéndice de

reagentes.
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4.2. Modelos experimentais e grupos de estudo

Para o estudo, foram utilizados camundongos (Mus musculus) das
linhagens CBA, C57BL/6 e BALB/c, machos, de 8 a 10 semanas, infectados ou nao
com o Plasmodium berghei ANKA. As diferentes linhagens prototipicas de
camundongos foram escolhidas em fung¢éo do tipo de resposta imunologica. Estas
diferencas sofrem influéncia do complexo principal de histocompatibilidade (CPH),
sendo todos os animais singénicos dentro do seu grupo: o BALB/c possui haplotipo
H-2% e na malaria apresenta resisténcia a doenca cerebral, mas desenvolve anemia
grave e morre em torno da 32 semana pos-infec¢cdo com alta parasitemia; o modelo
CBA possui haplétipo H-2X e morre com sinais neuroldgicos e baixa parasitemia em
torno do 8° dia de infeccdo; o camundongo C57BL/6 com haplétipo H-2° também
apresenta a malaria cerebral, mas desenvolve sinais neurol6gicos um pouco mais
cedo que os animais CBA.

Para minimizar o desconforto e a dor, os procedimentos adotados para o
manejo, contencao e sacrificio dos animais, manutencédo e permanéncia no biotério
foram realizados seguindo as normas éticas para a pesquisa cientifica com animais
de laboratério, conforme determinacdo da lei nUmero 11.794, de 8 de outubro de
2008 (CFMVet), os principios éticos para experimentacdo animal, definidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1990) e a Declaracdo
Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO, 1978).

A eutandsia e a anestesia dos animais seguiram as sugestbes da
Resolucdo N° 714 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria e
do protocolo modificado em 2003 do comité de ética e cuidado com animais da
Universidade de Newcastle que indica as drogas de preferéncia e regimes para
anestesia e analgesia de animais (CEUA/IB). A eutanasia foi realizada em camara
de CO,, o0 que leva a uma morte rapida, indolor, sem, no entanto, interferir nos
parametros hemodinamicos ou hematoldgicos do animal.

Durante os experimentos, 0s animais foram mantidos em caixas em
grupos de 2 a 4 animais dentro de uma estante ventilada. A maravalha e a ragéo
foram esterilizadas e a agua filtrada. O ciclo noite-dia foi monitorado. Os animais
foram constantemente monitorados e nenhuma co-morbidade foi encontrada.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal do Instituto
de Biologia da Universidade de Brasilia — UnB (43050/2010). Os animais foram
doados em parte pelo biotério do Laboratério de Ciéncias da Saude — UniCEUB ou
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foram obtidos da producdo no Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia — UnB.
Para todos os procedimentos, os animais foram distribuidos nos seguintes

grupos:

- Grupos néo infectados (controles do estudo):

Grupo BAL: camundongos BALB/c néo infectados
Grupo CBA: camundongos CBA néo infectados

Grupo C57: camundongos C57BL/6 nao infectados

- Grupos infectados:

Grupo iBAL: camundongos BALB/c infectados com 10° eritrdcitos
parasitados com Plasmodium berghei ANKA.
Grupo iCBA: camundongos CBA infectados com 10° eritrcitos
parasitados com Plasmodium berghei ANKA.
Grupo iC57: camundongos C57BL/6 infectados com 10° eritrdcitos

parasitados com Plasmodium berghei ANKA.

OBS: A quantidade de animais utilizada nos experimentos esta descrita em cada
experimento e também se encontra nas

s no apéndice de tabelas

4.3. In6culo

A cepa do Plasmodium berghei ANKA, inicialmente mantida com solucao
preservadora de Alsevier em nitrogénio liquido, era descongelada e inoculada em
camundongos Swiss. Quando a parasitemia estava acima de 10%, os animais eram
sacrificados em CO, e 0 sangue retirado por puncao cardiaca com auxilio de uma
seringa de 1 mL molhada com heparina e novamente inoculado em outro animal
Swiss. Esse procedimento era realizado mais duas vezes para garantir a viruléncia

da cepa.
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ApoOs aquisicdo de viruléncia, o indculo utilizado para infeccdo era obtido
por puncdo cardiaca quando a parasitemia do camundongo Swiss encontrava-se
acima de 10%. O numero de eritrécitos totais na suspensdo era quantificado em
hemocitometro de Neubauer e a determinacdo da parasitemia era feita em um
distendido delgado, fixado com metanol e corado com coloracdo pandética, pela
contagem de 500 eritrocitos. Para produzir a infeccdo malarica experimental, os
animais eram infectados por via intraperitoneal com 200 pL de solucdo tamponada
com fosfato, pH 7.2, 0,15 M (STF) estéril, contendo 1x10° eritrécitos parasitadas com
o Plasmodium berghei ANKA (Clark e cols, 1990; Neill e Hunt, 1992).

4.4, Parasitemia

Para comparar a evolucdo da parasitemia nos diferentes modelos, em 13
camundongos C57BL/6, 24 camundongos CBA e 21 camundongos BALB/c, uma
pequena amostra de sangue total era retirada da ponta da cauda no terceiro, quinto
e oitavo dia da infeccdo. O sangue total obtido era distendido em lamina e corado
com coloracdo hematologica pandtica. A parasitemia era entdo determinada pela
analise de 500 ceélulas, diferenciando nesse quantitativo os eritrocitos parasitados
dos ndo parasitados. O numero de eritrocitos parasitados de cada animal foi
expresso em porcentagem.

A coloracdo pandtica utilizada possui um conjunto de reagentes que
propicia uma coloracédo rapida e diferencial dos elementos figurados do sangue.
Seu reagente 1 possui uma solucdo alcodlica de ciclohexadienos a 0,1% que tem
por fungdo fixar as células sanguineas as laminas; o reagente 2 € uma solucédo de
azobenzenosulfénico a 0,1% que é capaz de corar as organelas bésicas das células;
e 0 reagente 3 é composto de uma solucéo alcoolica de fenotiazinas a 0,1%, capaz
de corar os estruturas acidas.

Com o objetivo de confirmar a infeccdo pelo plasmodio nos animais
estudados, a parasitemia também foi realizada no sexto dia da infeccdo em todos os
animais infectados dos demais experimentos. Nesses animais 0 sangue para

determinacao da parasitemia era coletado por puncao cardiaca.
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4.5. Avaliacdo da sobrevida

Para comparar a influéncia da infecgcdo malérica entre as diferentes
linhagens de camundongos, 10 camundongos CBA, 15 C57BL/6 e 20 BALB/c foram
infectados com 10° eritrcitos parasitados pelo P. berghei ANKA. Os animais
possuiam entre 8 a 12 semanas de vida. A avaliacao foi realizada 3 vezes ao dia até
a morte do ultimo animal. O dia da morte espontanea de cada animal foi computado
e a curva de sobrevida segundo Kaplan-Meyer foi construida para analise

comparativa entre 0os grupos.

4.6. Procedimentos realizados com macréfagos

4.6.1. Coleta e preparacdo da microglia

Para os procedimentos de quantificagdo da COX-2 e 5-LOX por citometria
de fluxo, foi realizado um método para o isolamento da micréglia baseado no
protocolo descrito por Moussauda e Draheimb (2010). Brevemente, o cérebro foi
removido assepticamente do cranio e transferido para uma placa de vidro estéril
onde ele foi lavado com STF, pH 7,2, 0,15 M, estéril e cortado com o auxilio de um
bisturi em varios pedacos finos. Depois, o cérebro foi transferido para um tubo
cbnico de 15 mL contendo um meio de cultura enzimatico preparado com RPMI
1640, pH 7,2, acrescido de Hepes 20mM, glutamina 2mM, 2.5 mg/dL de
gentamicina, EDTA 0,5 mM, glicose 25 mM e 20 unidades/mL de papaina e o tecido
foi deixado a 37°C em 5% de CO, em agitacdo constante. Depois de 90 minutos de
incubacéo, o cérebro digerido foi transferido para outro tubo cbnico e a reagéo
enzimatica foi bloqueada pela adigdo de 10 mL RPMI 1640 com 10% de soro fetal
bovino inativado (SFB).

Os tubos foram centrifugados a 200 g, a temperatura ambiente, por 7
minutos e o sedimento foi suspenso em 2 mL de RPMI 1640, pH 7,2 acrescido de
0,5 mg/ml de inibidor de protease (Complete Mini). Os tubos foram entdo incubados
por 5 minutos a temperatura ambiente. Depois, os tecidos foram gentiimente
triturados em uma seringa de 5 mL. Em seguida, o material triturado foi filtrado em
uma membrana de 70 pM. A solucéo celular resultante foi centrifugada a 200 g, a

temperatura ambiente, por 7 minutos e o sedimento foi suspenso em 7,5 mL de uma
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solucéo isotdnica de Percoll a 70% em HBSS. Esta suspenséao foi cuidadosamente
sobreposta por 7,5 mL de meio HBSS, pH 7,2 e centrifugada a 200 g por 20 minutos.
Finalmente, o material interfasico foi descartado e o sedimento foi lavado uma vez
com RPMI 1640, pH 7,2, acrescido de 10% SFB e 1uM de EDTA. As células obtidas
foram quantificadas em hemocitbmetro de Neubauer utilizando como solucéo
diluidora o liquido de Turk. A viabilidade foi avaliada quantificando a porcentagem de
células mortas e vivas utilizando solugao de nigrosina 0,05%, e mostrou sempre 2
99% de células viaveis. Apés a contagem, as células foram conservadas em

paraformaldeido a 2% com 1uM de EDTA.

4.6.2. Coleta e preparacdo dos macroéfagos peritoneais

Para avaliar a producdo de Oxido nitrico e perdxido de hidrogénio, a
ativacado do inflamassoma, a quantificacdo de corpos lipidicos e a expressdo de
COX-2 e 5-LOX foram utilizados macrofagos, coletados do peritbnio no sexto dia da
infeccdo dos animais infectados (iBAL, ICBA e iC57) e dos seus controles néo
infectados (BAL, CBA, C57). Todos os procedimentos de retirada, quantificagao,
preparacdo e cultura dos macrofagos foram realizados em ambiente estéril, com
materiais limpos, esterilizados e descartaveis e reagentes estéreis.

Apobs o sacrificio, os animais recebiam um banho com alcool a 70% e, em
seguida, a pele da parede abdominal era aberta e a cavidade peritoneal era exposta.
Com auxilio de uma seringa de 10mL era inoculado na cavidade peritoneal 10mL de
RPMI incompleto estéril, pH 7.2, com Hepes 20mM, glutamina 2mM e 2.5 mg/dL de
gentamicina, pH 7.2. Ap6s uma massagem delicada da cavidade peritoneal, o
liquido era recuperado com auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro e colocado em
tubo tipo Falcon de plastico de 15 mL. O tubo era centrifugado a 200g por 10
minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e as células eram ressuspensas em 2mL
de RPMI 1640 estéril, pH 7.2 a 4°C sem ou com 10% de soro fetal bovino a
depender do procedimento. Em seguida, eram quantificadas em hemocitometro de
Neubauer utilizando como diluidor o liquido de Turk e a viabilidade era determinada
pela porcentagem de células mortas e vivas utilizando solugcdo de nigrosina 0,05%.

A viabilidade foi sempre = 96%.
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4.6.2.1. Preparacdao de células para a determinacao de NO e H,0,

Os dois procedimentos foram realizados separadamente para cada
animal. As células foram suspensas em RPMI 1640 sem acréscimo de soro fetal
bovino e ajustada para 1,5 x 10° células/200puL. Nestes experimentos foram

utilizados 10 camundongos por grupo de estudo.

4.6.2.2. Preparacdao de células para avaliacdo da COX-2 e 5-LOX

Neste procedimento, tanto os macrofagos peritoneais quanto a microglia
tiveram um tratamento diferenciado ap6s a centrifugagcédo para evitar a aglutinacéo
celular e degradacdo protéica. Para tal, foram acrescentados aos tubos, 2mL de
RPMI 1640, pH 7.2 a 4°C com 10% de soro fetal bovino e 1uM EDTA. O tratamento
foi realizado para cada animal separadamente e a quantidade de células foi ajustada

2,5 x 10° células/200pL. Cada grupo de estudo continha 5 camundongos.

4.6.2.3. Preparacao de células para quantificacdo dos corpusculos
lipidicos pelo método de coloracéo de 6leo vermelho (Oil-Red-0O)

As células foram suspensas em RPMI 1640 sem acréscimo de soro fetal
bovino e ajustada para 2,0 x 10° células/200uL. Nestes experimentos foram

utilizados 10 camundongos por grupo de estudo.

4.6.2.4. Preparacdo de Células para Avaliacéo do Inflamassoma, da
via do NFkB, do PPAR-y e do Corpusculo Lipidico

Foi feito um pool das células de 5 animais para cada grupo estudado e
depois centrifugadas e ressuspensas em 2 mL de RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C, sem
soro fetal bovino. Os pools foram ajustados para uma proporcdo de 1x10° células

peritoneais/500 pL.
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4.6.3. Aderénciados macrofagos peritoneais as laminulas

O procedimento de aderéncia foi realizado como passo inicial dos
experimentos de quantificacdo de NO e H,0,, quantificacdo dos corpusculos
lipidicos e para a avaliagdo do inflamassoma, da via do NFkB e do PPAR-y por
microscopia confocal.

Nos procedimentos para determinacdo do NO e H,0O,, as células eram
colocadas para aderir em placas de cultura de fundo chato com 96 escavactes (TPP
— Zellkultur Testplate - Suica), por 2 horas, a 37°C, em camara Umida com 5% de
CO,, e ap0s a lavagem das escavacdes por 3 vezes com STF estéril, a 37°C, cada
protocolo especifico era realizado.

Nos procedimentos para avaliacdo das proteinas do inflamassoma, do
NFkB e da proteina PPAR-y, assim como para quantificacdo de corpusculos
lipidicos, os fagécitos eram aderidos em laminulas de 13 mm colocadas nas placas
de cultura com 24 escavacdes, por 4 horas, a 37°C, em camara umida com 5% de
CO,, e ap0s as escavacdes serem lavadas por 3 vezes com STF estéril, a 37°C os

protocolos especificos eram realizados.

4.6.4. Determinagdo do Oxido nitrico

O 6xido nitrico € um radical livre inalterado que é produzido durante a
conversdo enzimdtica da L-arginina para L-citrulina por membros da familia de
proteinas 6xido nitrico sintase (NOS), que se decompdem rapidamente em nitrito e
nitrato. A producdo do o6xido nitrico (NO) pelos macrofagos foi avaliada pela
quantificacdo do nitrito no sobrenadante das culturas por meio da reacao de Griess
(Green e cols, 1981). ApGs o procedimento de adesdo descrito no item 4.6.3, 0s
fagdcitos aderidos eram incubados em triplicata por 24 horas em camara umida com
5% de CO,, estimulados ou ndo com 10 ng/ml de lipopolissacarideo (LPS) em um
volume final de 200 pL de RPMI 1640, pH 7,2, a 37°, com 10% de soro fetal bovino e
incubados por 24 horas, em camara umida em um ambiente de 5% de CO..

A concentracdo de nitrito (NO2) era determinada no sobrenadante das
culturas dos macrofagos peritoneais apés 24 horas de incubacdo. Para tal, 100 pL

do sobrenadante das culturas eram incubados com 100 pL do reagente de Griess (1-
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N naftiletiieno diamina dihidrocloridro) a 0,1 %, sulfanilamida a 1% e HsPOasa 25 %] e
a reacado era lida em espectrofotobmetro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular
Devices), em 540 nm e os resultados foram expressos como pyM NO2 (Muniz-
Junqueira e cols, 2005).

A curva padrao para analise da producéo de oxido nitrico foi elaborada a
partir da diluicdo seriada do nitrito de sédio (NaNO2) nas diluicbes de 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:64,1:128, respectivamente, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM,
3,12 uM e 1,56 pM, com agua destilada, sendo o padréao 0 uM preparado somente

com agua destilada.

4.6.5. Determinacao do perdxido de hidrogénio

A producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) foi avaliada pela
microtécnica de oxidacdo do vermelho fenol na presenca de peroxidase (Pick e
Keisari, 1980). Apds aderéncia dos macréfagos e lavagem para retirada das células
nao aderentes (item 4.6.3), as células eram incubadas, em triplicata, em camara
umida com 5% de CO,, a 37°C por 60 min, em 140 pL de uma solucdo contendo 5,5
mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho de fenol (sal de sulfonftaleina de fenol) e 19
U/mL de peroxidase do tipo Il RZ 1.3 (HRPO — Amoracia rusticana tipo Il, sal
contendo 148 purpurogalina/mg) (Vasconcelos, 2010). A reacédo era interrompida
com 10 uL NaOH 1N, em seguida a leitura era feita em espectrofotdmetro de placa
(SpectraMax plus 384 — Molecular Devices) em comprimento de onda de 620 nm, e
expressa como em uM H202/1.5x10s macréfagos h.

Uma curva padrdo para a determinacdo de peroxido de hidrogénio era
acrescida na placa, sendo preparada a partir de uma solugdo estoque de H,O;
(Sigma) na concentragdo de 10 nM diluida seriadamente nas diluicbes de 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400, respectivamente, 100 uM, 50 uM, 25
MM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM e 1,56 uyM de vermelho de fenol acrescido de
peroxidase tipo Il (19 U/mL). O padréo 0 uM foi preparado com a mesma solugéo de
vermelho de fenol, porém, sem peroxidase. A curva era distribuida em triplicata na
placa de 96 escavac0Oes, logo apos a ultima incubacdo dos macréfagos peritoneais e

anteriormente ao acréscimo do hidréxido de sodio 1N.
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4.6.6. Imunomarcacdo das proteinas do inflamassoma e das
proteinas da via do NFkB e do PPAR-y

A expressdo das proteinas que comp8em o complexo inflamassdémico:
NALPR1, ASC e Caspase 1; das proteinas do NFkB: p52, p65 (RelA) e p68 (RelB); e
da proteina PPAR-y foram analisadas no citoplasma e no nucleo dos macréfagos
peritoneais. Para tal, apés o passo de aderéncia e lavagem (item 4.6.3), as células
eram fixadas em paraformaldeido a 4% por 10 minutos em temperatura ambiente e
lavadas novamente 3 vezes em STF, pH 7,2, por 5 minutos cada. Em seguida, as
células eram permeabilizadas com uma solucéo contendo 0,2 % de Triton X-100 em
STF, pH 7,2, por 20 minutos e lavadas 3 vezes em STF, pH 7,2, por 5 minutos cada.
Apés esse procedimento, uma etapa de bloqueio era realizada utilizando uma
solucdo de 400uL de STF com 2% de albumina bovina por 20 minutos e depois as
células eram incubadas com o anticorpo primério diluido a 1:200 na solug¢do de
bloqueio, por 24 horas, a 4°C.

Terminado o periodo de incubacao, as escavacdes eram lavadas 3 vezes
em STF, pH 7,2, por 5 min e incubadas, no escuro, com o anticorpo secundario
contra 1gG de coelho acoplado ao ALEXA 546, diluido em STF, pH 7,2 por 1 h a
temperatura ambiente e depois lavadas como descrito anteriormente (excecao para
a caspase 1).

Apos a lavagem, as células eram incubadas com 500 pL de DAPI (1/5000
em STF) por 5 minutos, lavadas e as laminulas eram montadas sobre uma lamina
com uma camada fina de meio anti-fadding (Prolong Gold) interposta entre elas. As
imagens fluorescentes foram capturadas usando o microscépio confocal Leica SP5 e
processadas pelo programa LAS AF versdo 2.6.0 (Leica Microsystems). Os
resultados foram expressos na forma de intensidade de fluorescéncia média do

fluoréforo em 100 células.

4.6.6.1. Ativacédo do inflamassoma

Para avaliar esse mecanismo, as proteinas NALPR1, ASC e Caspase 1
foram analisadas no citoplasma dos macréfagos. O protocolo acima descrito foi
aplicado integralmente para as proteinas NALPR1 e ASC. Ja para avaliar a proteina

caspase 1, a marcacdo com o0 segundo anticorpo ndo foi necessaria, porque o

39



anticorpo primario ja estava acoplado com o fluorocromo FITC. Os anticorpos
utilizados eram policlonais purificados e produzidos em coelhos contra as proteinas
NALPR1, ASC e caspasel.

4.6.6.2. Avaliacéo davia do NFxB

As proteinas p52 e RelB (p68), pertencentes a via ndo canénica do NFxB
e a RelA (p65) da via canonica foram analisadas conforme o protocolo acima. Os
anticorpos utilizados foram IgGs policlonais produzidos em coelhos contra as
proteinas NFxB p65 , RelB e NF«xB p52.

4.6.6.3. Avaliacao da proteina PPAR-y

Para avaliar esse receptor nuclear, o anticorpo utilizado foi um IgG

policlonal produzido em coelhos contra as proteinas PPAR-y.

4.6.7. Quantificacdo dos corpusculos lipidicos

Os corpos lipidicos sé@o organelas dinamicas que contém lipidios neutros
circundados por uma monocamada de fosfolipideos, colesterol e proteinas. A sua
presenca foi avaliada no citoplasma dos macréfagos por dois métodos: marcacao
com sonda fluorescente BODIPY e marcacao citoquimica com 6leo vermelho O (Oil-
Red-0).

4.6.7.1. Marcacao com sonda fluorescente BODIPY

Para avaliar a expressdo dos corpos lipidicos com sonda fluorescente,
apos o procedimento de adeséo e lavagem (item 4.6.3), as células foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 10 minutos em temperatura ambiente e lavadas
novamente 3 vezes em STF, pH 7,2, por 5 minutos cada. Em seguida, as células
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foram permeabilizadas em uma solucdo contendo 0,2 % de Triton X-100 em STF,
pH 7,2, por 20 min e lavadas 3 vezes em STF, pH 7,2, por 5 min cada. Apds esse
procedimento, uma etapa de bloqueio foi realizada utilizando uma solugéo de 400 pL
de STF com 2% de albumina bovina por 20 minutos e depois as células foram
incubadas com uma diluicdo de 1/300 do fluoréforo lipofilico 4,4-difluoro-3a-4a-
diazo-s-indaceno (Bodipy) em STF/BSA, que marca os lipidios presentes no interior
dos corpusculos. Esse fluoréforo foi incubado com as células por um periodo de 24
horas. Depois desse periodo as escavac¢bes foram lavadas 3 vezes com STF, pH
7,2, por 5 min cada. As células foram entéo incubadas com DAPI diluido 1/5000 em
STF, pH 7,2, por 5 min, lavadas novamente e as laminulas de 13 mm foram retiradas
das escavacdes e montadas em laminas sobre uma finissima camada de solugéo
anti-fadding (ProLong Gold). As imagens fluorescentes foram capturadas por
microscopia confocal no aparelho Leica SP5 e processadas pelo programa LAS AF
versdo 2.6.0 (Leica Microsystems). A andlise das marcacbes foi avaliada

considerando a intensidade de fluorescéncia média do fluoréforo.

4.6.7.2. Marcacdao citoquimica com Gleo vermelho (Oil-Red-O)

Para quantificar os corpos lipidicos por esta técnica, foi utilizada a
coloracdo com o6leo vermelho (oil red), que € um corante com grande solubilidade
para substancias lipofilicas, e que se apresenta na cor vermelha no citoplasma dos
macrofagos. Apos o passo de adesdo e lavagem (item 4.6.3), as ceélulas foram
fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 minutos e lavadas 2 vezes com STF, pH
7,2 e uma vez com alcool isopropilico a 60%. Em seguida, as células foram coradas
por 15 minutos com uma solucéo de 6leo vermelho filtrada 3 vezes em filtro 0,22 pum
e preparada no momento do uso a partir de uma solucao estoque de 0,5% (2 partes
da solucdo estoque para 3 partes de agua destilada). O excesso de corante foi
retirado e as escavacgdes foram lavadas uma vez com 1 mL de alcool isopropilico a
60% e depois duas vezes com 1 mL de a&gua destilada. Os nucleos celulares foram
corados com hematoxilina de Mayer por 5 minutos, lavadas novamente com agua
destilada e as laminulas foram montadas sobre laminas de vidro uma fina camada
de meio de montagem contendo 10 g de gelatina, 60 mL de agua destilada, 70 mL
de glicerol e 0,25 g de fenol.
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O procedimento de coloracdo dos corpusculos lipidicos com Oleo
vermelho foi realizado em duplicata para cada animal e cada lamina foi analisada em
um estudo cego por trés avaliadores distintos. Por essa metodologia, 0s corpusculos
lipidicos se apresentam como estruturas circulares que se coram em vermelho no
citoplasma dos macrofagos. Para cada laminula contada foi calculada a média de
contagem dos trés analisadores e com esses resultados foram estabelecidas a
quantidade média de corpusculos dentro dos macréfagos (MCL), a porcentagem de
macréfagos apresentando corpusculos lipidicos no citoplasma (M@%) e o indice

corpuscular (IC) que é a expressédo da MCL multiplicada pelo M@%.

4.6.8. Quantificacao da ciclooxigenase-2 e da 5-lipoxigenase

A quantificacdo da COX-2 e 5-LOX, enzimas importantes para a formacao
de eicosanoides, presente no citoplasma dos macrofagos peritoneais e da microglia
foi realizada por citometria de fluxo. As enzimas foram quantificadas em tubos
diferentes. Os tubos contendo 2,5x10° células foram suspensas em STF, pH 7,2,
acrescido de 1% de albumina bovina (SAB) e 1uM de EDTA (STF/SAB) por 20
minutos. Em seguida, as células foram incubadas mais duas horas, a 37°C com 0,5
puL de anticorpo policlonal IgG anti-F4/80 de camundongo produzido em coelho
diluido em 100 puL de STF/SAB. Terminado esse periodo, as células foram lavadas
duas vezes por 5 minutos, a 200 g, em temperatura ambiente, com STF/SAB e
permeabilizadas por 30 minutos com STF/SAB acrescido de 0,1% de Triton X-100
(STF/SAB/Triton). Apds permeabilizagdo, a lavagem foi realizada novamente duas
vezes e as células foram incubadas mais duas horas a 37°C com anticorpo policlonal
IgG anti-5-LOX ou anti-COX-2 produzidos em cabra e diluidos em 100 uL de
STF/SAB. Mais duas lavagens foram realizadas e as células foram entdo incubada
por 1 hora no escuro e em temperatura ambiente com 0,5 puL de anticorpos
secundarios especificos. Para marcar o anticorpo anti-F4/80 nas micréglias foi
utiizado o anticorpo anti-lgG de coelho marcado com APC e no caso dos
macrofagos peritoneais, foi utilizado o anticorpo anti-lgG de coelho marcado com
FITC diluido em STF/SAB. Para marcar o COX-2 e o 5-LOX, foi utilizado o anticorpo
anti-lgG de cabra marcado com PE diluido em 100 puL de STF/SAB/Triton.

Finalmente, as células foram lavadas mais duas vezes nas mesmas condi¢des ja
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descritas e suspensas em STF, pH 7,2 para um volume final de 200 pL. Na tabela 03
encontram-se resumidos os anticorpos utilizados.

Paralelamente, foram acrescentados ao experimento controles positivos,
representados por células coletadas de camundongos C57BL/6 estimuladas com 10
ng/mL de LPS. Além desses, também foram acrescidas ao experimento células
incubadas somente com o0s anticorpos secundarios. As amostras foram analisadas
no citdmetro de fluxo BD FACSCalibur™ (Becton Dickinson Company, EUA)
equipado com lasers de 488 nm e 633 nm. Os resultados foram analisados pelo
programa FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, EUA). Brevemente, a populacéo
correspondente as células foi selecionada por meio de parametros de espalhamento
(“Forward Scatter” e “Side Scatter”) e em seguida foram quantificadas a mediana de

fluorescéncia e a porcentagem de células positivas para cada marcador.

Tabela 03: Utilizacdo dos anticorpos primarios e secundarios conforme tipo celular e antigeno.

Antigeno de superficie Antigeno intracelular
Anfucqrpo Anticorpo secundario Anpcqrpo Antlcorp 0
primario Primario secundario
Coelho  Anti-coelho-APC (microglia) Cabra anti-5-LOX  Anti-cabra-PE
anti-F4/80  Anti-coelho-FITC (macrofagos peritoneais)
Cabra anti-COX-2 Anti-cabra-PE

4.6.8.1. Padronizacdo da quantidade de anticorpos

Para estabelecer a quantidade de anticorpos primarios e secundarios, foi
preparado um pool com 1x10° macréfagos peritoneais e outro com 1x10° micréglias
de 5 camundongos C57BL/6 nao infectados e nesses foi aplicada a metodologia
acima, considerando a quantidade sugerida pelo fornecedor.

4.6.8.2. Teste de reacdo-cruzada

Uma vez ajustada a quantidade de anticorpos, também foi realizado um
protocolo piloto para estabelecer se existiam reacdes cruzadas entre diferentes

anticorpos primarios e secundarios. Esse protocolo também usou o mesmo tipo de
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amostra utilizado para ajustar a quantidade de anticorpos e a mesma metodologia

descrita para a citometria de fluxo. Assim, foram testadas as seguintes combinacdes:

A) Anticorpo de coelho anti-F4/80 versus anticorpo anti-cabra-PE

B) Anticorpo de cabra anti- 5-LOX versus anticorpo anti-coelho-APC
C) Anticorpo de cabra anti- 5-LOX versus anticorpo anti-coelho-FITC
D) Anticorpo de cabra anti-COX-2 versus anticorpo anti-coelho-APC
E) Anticorpo de cabra anti-5-COX-2 versus anticorpo anti-coelho-FITC

F) Células marcadas F4/80 e anti-cabra-PE versus anticorpo anti-
coelho-APC

G) Células marcadas F4/80 e anti-cabra-PE versus anticorpo anti-
coelho-FITC

Por esse protocolo, ndo foram evidenciadas reacOes cruzadas entre

anticorpos secundarios e anticorpos primarios utilizados.

4.7. Procedimentos realizados nos cérebros

4.7.1. Coleta, fixacado e conservacao dos cérebros

Antes da coleta dos cérebros, os animais foram anestesiados com 150
mg/Kg de ketamina e 7,5 mg/Kg de xilazina e, em seguida, fez-se uma perfusao
transcardiaca com 10 mL de STF a 4°C, pH 7,2, com 2% de glutaraldeido e 2% de
paraformaldeido. Para tal, os animais foram fixados dorsalmente sobre uma placa de
dissecgéao, lavados com alcool a 70% e a cavidade toracica foi exposta com auxilio
de um bisturi. Duas agulhas de tamanho 25G acopladas a seringas de 10 mL foram
inseridos cuidadosamente nos ventriculos direito e esquerdo. O liquido foi injetado
lentamente pelo ventriculo esquerdo e retirado pelo direito na velocidade de
aproximadamente 1mL/minuto.

Para coletar os cérebros, logo apds a perfusdo, as cabecas dos grupos
infectados e nao infectados de cada linhagem foram decepadas aproximadamente

na 4° vértebra cervical e toda a pele e musculatura foram dissecadas até exposicao
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da calota craniana. Com auxilio de um bisturi n°3, a calota foi aberta
cuidadosamente iniciando pelo centro da sutura lambddide seguindo até o final do
eixo da sutura sagital, no sentido rostro-caudal, afastando os ossos lateralmente
com auxilio de uma tentacanula (Figura 03). O cérebro e o cerebelo expostos foram
retirados delicadamente em no maximo 5 minutos e lavados em STF, pH 7,2, a 4°C.
O excesso de liquido foi retirado com um papel absorvente e 0s cérebros com seus

cerebelos foram pesados.

pr 2l Ay

N,
suture

bregmatic

Figura 03. Superficie dorsal da calota cerebral, mostrando o plano horizontal com os pontos de
referéncia para corte e dissecacdo. Fonte: Franklin e Paxinos, 2008.

Para realizar os procedimentos de histopatologia, imunohistoquimica e
andlise micro-anatbmica por MEV, apés a perfusdo, foram coletados cérebros e
cerebelos de um grupo com 5 animais infectados e outro com 5 animais nao
infectados para cada linhagem estudada. Os cortes foram orientados utilizando um
atlas de coordenadas estereotaxicas descritas por Franklin e Paxinos (2008). Nesse
protocolo, ap0s a pesagem, os cérebros foram mantidos sobre uma placa de gelo
coberta com papel aluminio, o que os manteve resfriados e foram cortados na
posicdo coronal, em duas partes, aproximadamente na posi¢cdo do bregma -2 e -4.
Este local compreende, entre outras, a regido hipocampal e regides de cOrtex motor,

visual e auditivo (figura 04).
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Figura 04. Secc¢do coronal mostrando as regiées estudadas. No cérebro dos camundongos, a regido
bregméatica -2 e -4 compreende anatomicamente as regides corticais, hipocampais, talamicas,
amigdalas e hipotalamo. Fonte da figura: Cryan e Holmes. Nature Reviews Drug Discovery 4: 775-

790; 2005.

O cerebelo foi separado e também cortado em duas partes (Figura 05). O

corte que compreende as regides bregmaticas -2 e -4 foi utilizado para o

procedimento histopatolégico e para a imunohistoquimica e a parte adjacente ao

corte da regido bregmatica -2 foi utilizada para o procedimento de MEV. O cerebelo

foi cortado ao meio no sentido sagital (rostro-caudal) e o lado esquerdo foi utilizado

para histopatologia e o direito para analise por MEV.

Rostral
+ ~ Bregma -2

AeC-MEV

Caudal * ~ Bregma 4

Figura 05. Esquema dos cortes. Cérebros: corte realizado aproximadamente na regido
bregmatica -2 e -4. A face fontral (sentido rostral) foi separada para os procedimentos de MEV
(A) e a face posterior adjacente (sentido caudal) para histopatologia (B). Cerebelo: corte
realizado aproximadamente na regido bregmética -4.
histopatologia (C) e o lado direito para MEV (D). Posi¢c8es estereotéxicas baseadas no atlas de
Franklin e Paxinos, 2008. Fonte: [http://www.nervenet.org/papers/cerebellum2000.html].

B e D - Histopatologia

Lado esquerdo foi separado para

46



Os cortes destinados ao estudo histopatolégico foram conservados
submersos em paraformaldeido a 4% e os cortes destinados para andalise por MEV
foram fixadas em solucdo de Karnovsky, composta de glutaraldeido 2%,
paraformoldeido 2%, sacarose 3% em tampdao cacodilato de sédio 0,1M, por 2 dias

depois mantidos pdés-fixacdo em tampéao cacodilato de sédio, 0,1M, pH 7,2.

4.7.2. Silanizacao de laminas

A silanizagdo € um procedimento necesséario para que 0s cortes possam
se fixar melhor as laminas de vidro. Para tal, as laminas foram distribuidas em
suportes para coloracao, lavadas com agua da torneira e depois deixadas durante
24 horas em uma solucéo preparada com 246 mL de detergente neutro diluido em 5
litros de 4gua destilada. Em seguida as laminas foram lavadas em &gua corrente por
30 min e lavadas com agua destilada. ApOs este passo, 0s suportes com as laminas
foram mergulhadas 6 vezes em solucdo de alcool absoluto a 50% em agua
destilada. Para retirar o excesso de alcool, nova lavagem foi realizada por imerséo
em agua destilada. As laminas foram ent@o deixadas por 30 min em &cido cloridrico
a 1% e novamente imersas em agua destilada para retirar o excesso do acido. As
laminas foram secas em estufa a 60°C, durante 24 horas.

Apods o periodo de secagem, as laminas foram imersas em uma cuba
contendo acetona e assim deixadas por 2 minutos. O excesso de liquido foi retirado
em uma folha de papel e os suportes foram imersos por mais 2 minutos em uma
segunda cuba contendo 30 mL de (3- aminopropyl) trilthoxysilane em 480 mL de
acetona PA. O excesso foi desprezado. As laminas foram imersas 4 vezes em mais
duas cubas contendo acetona para retirar o excesso de silano e deixadas por 1 a 2
dias para secagem e mantidas em estoque em suas embalagens originais até o

momento de uso.
4.7.3. Analise histopatologica

Para comparar a qualidade e a quantidade de alteracBes histopatoldgicas
existentes entre os diferentes modelos de maléaria, apos a pesagem, os cérebros e

cerebelos foram fixados em paraformaldeido a 4% e desidratados seriadamente em
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alcool etilico a 70%, 80%, 90% e trés vezes em alcool a 100%, clarificadas por duas
vezes em xilol e impregnadas em duas parafinas por uma hora em cada passagem.
Em seguida, as pecas foram incluidas em parafina liquida a 60°C e resfriadas para
solidificar o molde.

Os cortes foram realizados em microtomo e seccdes de 5 pm de
espessura foram corados com hematoxilina-eosina. Para corar, as laminas foram
imersas em xilol por trés vezes por 5 minutos cada vez e depois foram mergulhadas
10 vezes em Aalcool etilico a 100% por trés vezes e em seguida sofreram 10
mergulhos em alcool a 90%, 80% e 70%. Depois, as laminas foram lavadas em agua
corrente por 5 minutos, coradas com hematoxilina de Harris por 5 minutos e lavadas
novamente em agua corrente até retirar o excesso do corante. Apos a lavagem, os
cortes foram imersos 10 vezes em alcool a 80%, corados com eosina por 30
segundos, imersos 10 vezes por trés vezes em alcool etilico a 100% e por trés vezes
em xilol por 5 minutos cada e finalmente montadas com meio de montagem em
resina sintética (enthelan) e laminulas sobrepostas.

Para a analise dos cortes histopatologicos, de cada lamina foram
capturadas imagens de duas seccdes histologicas com uma distancia de
aproximadamente 20 um, utilizando o equipamento Aperio ScanScope®. Em cada
imagem foram analisados entre 10 a 20 campos em regifes do cortex, do tadlamo, do
hipocampo e do cerebelo, utilizando o programa ImageScope version 11.2.0.780
(Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA). Nestes campos 0s parametros
analisados foram: a presenca de necrose parenquimatosa e neural, infiltrado
inflamatério e micro-hemorragia. Em cada regido, também foram avaliados
microvasos com perimetros entre 30 a 80 um, observando nesses a presenca de
congestao vascular, de obstrucdo vascular por leucoécitos, aderéncia de eritrocitos e
de leucdcitos. Para homogeneizacédo dos resultados, os dados foram apresentados
em ndmero percentual (%) do parametro avaliado em 1 mm? (%/mm?). Foram

analisadas 5 animais de cada grupo de estudo.

4.7.4. Imunohistoquimica

Para avaliar a expressdo de COX-2 e 5-LOX no cérebro, o procedimento
foi realizado em cortes de 5um que apls serem depositados sobre laminas

previamente silanizadas foram desparafinizados em uma sequencia comegando por
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3 passagens de 1 a 2 minutos em xilol a 100%, depois 6 passagens em etanol
absoluto e ao final 2 passagens em etanol a 95%. Em seguida, os cortes foram
reidratados em 3 banhos de 1 minuto em agua destilada.

Apesar do procedimento de parafinizagdo e desparafinizacdo ser
importante para a conservacao e fixacdo do tecido, esses métodos podem mascarar
0 epitopo antigénico por alterar sua conformacdo ou sua carga eletrostatica o que
interfere na capacidade quimica de ligacdo do anticorpo primério ao seu alvo. Por
iISS0, uma etapa de recuperacao antigénica foi realizada por imersdo das laminas em
uma cuba dentro de um vaporizador contendo tampéao citrato com 0,2% de Tween
20 previamente aquecido a 95°C. As laminas foram deixadas por 20 minutos nessa
solugéo e depois foram resfriadas em temperatura ambiente por 15 minutos. Ao
final, as laminas foram lavadas em agua destilada em constante agitacao.

Além da recuperacdo antigénica, um passo de bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado no tecido cerebral, pois, a atividade dessa enzima pode
ocorrer normalmente em eritrécitos, granuldcitos e sistema nervoso central o que
provoca reacdo inespecifica no material. Por isso, essa atividade enzimética foi
bloqueada em dois banhos com uma solucéo de 10% de perdxido de hidrogénio em
agua destilada de 15 minutos cada. Ao final, o excesso de solucédo de bloqueio da
peroxidase foi retirado lavando as laminas 3 vezes em agua destilada.

Ap6s o0s tratamentos anteriores, as laminas foram lavadas
exaustivamente com tampao TBS (TRIS pH 7,3 e cloreto de sodio diluido em agua
destilada) acrescido de Tween 20. O excesso de liquido foi retirado com o auxilio de
um papel absorvente e entdo os cortes foram tratados com 50uL de anticorpos
primarios policlonais anti-COX-2 ou anti-5-LOX produzidos em cabra, diluidos na
proporcao de 1:100 em tampao TBS com 1% de SAB. As laminas foram incubadas
em uma cuba umidificada durante 24 horas a 4°C. Em seguida, as laminas foram
lavadas exaustivamente com tampdo TBS/Tween 20 e apds retirar o excesso de
liguido os cortes foram incubados com 50uL de anticorpo secundario anti-cabra
biotinilado diluido 1:200 em tamp&o TBS/Tween 20 por uma hora a temperatura
ambiente. Terminado o periodo de incubacéao, as laminas foram lavadas novamente
com o tampao TBS/Tween 20 e, 0 excesso de liquido foi retirado com auxilio de um
papel absorvente.

Ao final dessas etapas, se houver antigeno no tecido, forma-se-a um
imunocomplexo que contem antigeno-alvo + anticorpo primario + anticorpo

secundario biotinilado. Para visualizar essa reagdo, entdo as laminas foram
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incubadas com uma solugdo comercial contendo estreptavidina-peroxidase em
tampdo TBS por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a revelacéo foi
feita utilizando uma solug¢éo comercial contendo diaminobenzidina (DMB) e peréxido
de hidrogénio em incubagdo com as laminas durante 10 minutos. A estreptavidina se
liga a biotina presente no anticorpo secundario e a peroxidase em uma reacdo de
peroxidacdo reage com o peréxido de hidrogénio e o DMB formando em &gua e
DMB oxidado que se precipita em uma cor acastanhada.

Apo6s o procedimento de revelagdo, as laminas foram lavadas por 3 vezes
com agua corrente evitando o jorro direto da agua sobre os cortes, contracoradas
com hematoxilina de Harris por 30 segundos, novamente lavadas em agua corrente
por 5 minutos e finalmente montadas com resina sintética (enthelan) e laminulas.

Para quantificar a expressao de COX-2 e 5-LOX, 500 células no cérebro e
250 células no cerebelo foram avaliadas na area total da seccdo e o numero de
células positivas foi expresso em porcentagem. Adicionalmente, 30 vasos no cérebro
e 15 vasos no cerebelo também foram avaliados adaptando o protocolo de Deininger
e cols (2000) para nosso experimento (Tabela 04). As imagens foram capturadas
com o0 equipamento Aperio ScanScope® e avaliadas no programa ImageScope
version 11.2.0.780 (Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA).

Tabela 04: Padrao de avaliagdo para vasos no cérebro e cerebelo.

Padréo Achado
0 Nenhuma marcacao no endotélio ou dentro do vaso
1 Marcacdao positiva no endotélio do vaso
2 Marcacao positiva no endotélio e em algumas células dentro do vaso
3 Marcacao forte no endotélio e no interior dos vasos

4.7.5. Andalise micro-estrutural por microscopia eletrédnica de
varredura

No intuito de correlacionar os achados histopatolégicos com a estrutura
morfolégica do cérebro dos animais infectados e néo infectados das linhagens
suscetiveis ou ndo a malaria cerebral, os cortes conservados em tampéao cacodilato
foram cortados em secg¢des de 1 mm e processados para avaliagdo em microscopia
de varredura. No dia do processamento, os cortes foram fixados em capela com
tetroxido de ésmio 1% por 1 hora no escuro e em seguida lavados com tampéo

cacodilato por 15 minutos 2 vezes e uma vez com agua destilada. As sec¢des foram
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entdo desidratadas com gradientes de acetona de 30%, 50%, 70%, 90% por 15 min
cada e duas vezes com acetona 100% por 15 min. Seguiu-se uma secagem ao
ponto critico com CO;, no equipamento Balzers CPD 030 critical point dryer e
metalizagcdo com ouro no equipamento Balzer SCDO050 sputter coater (Balzers Union
- Liechtenstein) por 1 hora cada. Depois cada seccao foi montada sobre uma fita de
dupla face fixada a superficie lisa de um suporte de latdo de dimensfes 1x1 cm
(stub) e analisadas em aparelho de microscopia eletrbnica de varredura a laser
JEOL JSM-7001F. Toda a superficie metalizada que compreendia as regides

corticais, hipocampal e talamica foi analisada.

4.7.6. Preparacdo de homogenatos

Para avaliar a concentragdo de citocinas no tecido cerebral, o cérebro
com o cerebelo foram retirados sem perfusdo de grupos de 5 camundongos
infectados pelo Plasmodium berghei ANKA ou de 5 camundongos néo infectados.
Apbés a coleta, cérebro com cerebelo foram lavados, pesados, cortados em
pequenos pedacos com bisturi e depois em um cadinho contendo 4 mL de RPMI
1640, pH 7,2, acrescido de Hepes 20mM e glutamina 2mM, foram totalmente
mascerados com auxilio de um pistilo. O lisado foi centrifugado por 20 minutos a
700 g e o sobrenadante obtido de cada amostra individual foi mantido a -20°C até a

realizagédo das determinagdes das citocinas.

4.7.7. Determinacgao das citocinas cerebrais

As citocinas IL-1p, IL-4, IL-12, IL-10, IL-17 e FNT-o foram determinadas
pelo método imunoenzimatico (ELISA) de captura HRP nos homogenatos dos
cérebros dos camundongos infectados ou néo infectados. O método se baseia na
reacdo antigeno-anticorpo e para todas as quantificacbes realizadas, a técnica
possui 0 seguinte principio: anticorpos de captura anti-citocina eram adsorvidos em
uma placa de poliestireno de 96 escavacdes e a respectiva citocina presente nas
amostras ligam-se especificamente ao anticorpo, sendo esta reacdo visualizada
colorimetricamente, ap0s adicdo de um segundo anticorpo anti-citocina marcado

com biotina-avidina-HRP na presenca do substrato tetrametilbenzidina.
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Os procedimentos de ELISA foram realizados utilizando kits comerciais
para IL-1pB, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 e FNT-a e o procedimento foi realizado em trés
etapas conforme o protocolo de utilizacdo do fabricante. A primeira etapa foi
realizada para adsorcdo dos anticorpos primarios a placa de 96 escavacoes. Para
cada citocina foi preparada uma placa. Nessa etapa, foram adicionados a cada
escavacao 100 ulL da solucao do anticorpo de captura diluido 1:250 em STF, pH 7,2.
A placa foi coberta com parafilme e mantida a 4°C por 24 horas em uma superficie
plana.

Na segunda etapa, a placa que estava sendo mantida sob refrigeracéo foi
lavada 3 vezes com 250 uL de STF com 0,05% de Tween-20 (solucao de lavagem).
Em seguida, os sitios inespecificos de cada escavacao foram bloqueados com 100
puL de STF, pH 7,2 com 1% de albumina bovina (tampao de bloqueio ou de amostra)
por uma hora em temperatura ambiente. Apés este periodo, 100 uL das amostras e
de cada calibrador da curva foram adicionadas as suas escavacdes especificas e
novamente as placas foram incubadas por 24 horas a 4°C, cobertas com parafiime e
em uma superficie plana. As amostras foram determinadas em monoplicata.

Para cada placa de citocina foi adicionada uma curva de calibracdo. As

concentracOes estéo relacionadas na tabela 05 abaixo:

Tabela 05: Concentracéo dos calibradores em pg/mL para cada citocina.

Calibrador IL-1B IL-4 IL-12 IL-10 FNT-a IL-17
01 1000 500 2000 4000 1000 500
02 500 250 1000 2000 500 250
03 250 125 500 1000 250 125
04 125 62,5 250 500 125 62,5
05 62,5 31,25 125 250 62,5 31,25
06 31,25 15,625 62,5 125 31,25 15,625
07 15,625 7,813 31,25 62,50 15,625 7,813

Terminado o periodo de 24 horas, iniciou-se a terceira etapa que se refere
a revelacdo da reacdo. Nessa etapa, as escavacdes foram lavadas 3 vezes com 100
puL de tampdo de amostra. Em seguida, adicionou-se as escavag¢des 100 pL do
anticorpo de deteccdo biotinilado ligado a streptavidina diluido 1:250 em tampéao de
amostra e as placas foram incubadas por uma hora em temperatura ambiente. Nova
lavagem foi realizada nas mesmas condi¢des anteriores e depois 100 uL da solugao

de avidina-HRP foram adicionados as escavacdes. As placas foram incubadas no
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escuro por 30 min em temperatura ambiente e depois nova lavagem foi realizada.
Finalmente, 100 puL da solucdo de substrato com tetrametilbenzidina foram
adicionados as escavacgdes e apds um periodo de 5 min no escuro foi acrescentado
50 uL de 1M H3PO, para bloquear a reacao.

A reacdo colorimétrica foi lida em comprimento de onda 450 nm em
espectrofotometro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular Devices, EUA)
utilizando o programa SoftMax® Pro (Molecular Devices). A cor amarela formada é

diretamente proporcional a quantidade de citocinas presente na amostra e as

densidades 6pticas foram multiplicadas por 4.

4.7.8. Avaliacao da permeabilidade vascular

Para comparar a permeabilidade vascular cerebral entre os modelos CBA e
C57BL/6 e BALB/c foi realizado a avaliagdo da integridade do endotélio vascular no
cérebro dos animais infectados e néo infectados pelo método de extragdo do azul de
Evans adaptado do protocolo descrito por van der Heyde e cols (2001). O corante
azul de Evans, quando injetado no sangue, se liga a proteinas plasmaticas,
principalmente, a albumina. Quando ocorre alteragcdao na integridade da parede
endotelial vascular, o corante extravasa do limen vascular e se fixa no tecido
intersticial.

Nesse método, os camundongos foram anestesiados com 150 mg/Kg de
ketamina e 7,5 mg/kg de xilazina por via intraperitoneal e 200 pL de azul de Evans a
2% diluido em solucédo salina 0,9% foi injetado na veia caudal. Apdés uma hora, 0s
camundongos eram eutanasiados e 0s cérebros juntamente com os cerebelos eram
coletados (item 4.7.1), lavados em STF gelada, secados em papel absorvente e
pesados. Em seguida, os cérebros com os cerebelos eram deixados em tubos com 1
mL de N,N-dimetilformamida por 48 horas para extracdo do azul de Evans. Apés
esse periodo, o liquido de extracdo era homogeneizado e 200 uL eram transferidos
em triplicata para placas de 96 escavagoes.

A quantidade de azul de Evans extraida do tecido cerebral era lida em
espectrofotometro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular Devices, EUA) em 630
nm e as absorbancias foram tratadas utilizando o programa SoftMax® Pro (Molecular

Devices). Uma curva de calibracéo foi acrescentada a placa nas concentragfes de
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20, 10, 5 e 0 pg/mL. Para uniformizar os resultados, esses foram divididos pelo peso
dos cérebros e cerebelos.

Nesse experimento foram utilizados 5 animais nos grupos BAL, CBA,
ICBA e C57 e 7 animais nos grupos iBAL e iC57.

4.8. Analise estatistica

Os dados foram analisados previamente para normalidade das amostras
pelos testes Kolmogorov-Smirnov e D'Agostino e Pearson. Segundo a normalidade e
a variancia das amostras, foram utilizados testes estatisticos paramétricos e/ou nao
paramétricos indicados segundo o0 numero de grupos. Para dois grupos
independentes foram aplicados o teste t-student para amostras com distribuicdo
normal ou Mann-Whitney para aquelas que néo tiveram distribuicdo normal. Quando
as analises foram realizadas com mais de 2 grupos independentes foi utilizado o
teste  ANOVA para grupos com distribuicdo normal acompanhado do método
Student-Newman-Keuls para comparacdo entre os grupos; ou Kruskal-Wallis, para
as amostras que nao tiveram distribuicdo normal seguido do método comparativo de
Dunn.

Para comparar a evolucdo da infeccdo entre as linhagens de
camundongos infectados com o Plasmodium berghei ANKA foi feita uma curva de
sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e a diferenca estatistica foi avaliada pelo
teste de Logrank.

As diferencas entre as variaveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorréncia
devida ao acaso (erro tipo I) foi menor que 5% (p<0,05). As andlises e os gréaficos
foram realizados empregando-se o software Graphpad Prism 5 para Windows
(GraphPad Software — San Diego, EUA).
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RESULTADOS



5.1. Sobrevida de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6
infectados com o Plasmodium berghei ANKA

Para comparar a evolucdo da doenca nas duas linhagens suscetiveis
(CBA e C57BL/6) e na ndo suscetivel (BALB/c) a forma cerebral da doenca quando
infectados pelo Plasmodium berghei ANKA, foi avaliada a sobrevida dos animais, dia
a dia, pela manha e pela noite.

Os animais do grupo C57BL/6 comecaram a morrer mais precocemente,
no sexto dia apés a infeccdo, enquanto os animais CBA e BALB/c s6 comecaram a
morrer no oitavo dia. Neste dia (oitavo), 14,3% dos animas C57BL/6 ja tinham
morrido. No décimo sexto dia, 50% dos animais BALB/c ainda estavam vivos,
enguanto todos os camundongos C57BL/6 ja estavam mortos e ainda restavam 20%
de camundongos CBA vivos (p=0,016, Logrank). Os camundongos BALB/c
mostraram sobrevida maior do que os outros dois grupos (BALB/c x C57BI/6,
p=0,003 e BALB/c x CBA, p=0,025, Logrank). Entretanto, embora todos os
camundongos C57BL/6 ja estivessem mortos quatro dias antes dos camundongos
CBA, ndo houve diferenca estatistica entre as curvas de mortalidade dos grupos
C57BL/6 e CBA (p=0,207, Logrank) (Figura 06).

-+ CBA

— C57BI/6
--+ BALB/c
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___________

0 25w
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Figura 06. Curva de sobrevida de camundongos CBA, C57BL/6 e BALB/c infectados pelo P.

berghei ANKA. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e a diferenca estatistica avaliada
pelo teste de Logrank (8,3; p=0,016). Grupos com n=15.
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5.2. Parasitemia

Para comparar a evolugdo da parasitemia nos modelos suscetiveis (CBA
e C57BL/6) e ndo suscetivel (BALB/c) a malaria cerebral, uma aliquota do sangue
total retirado da ponta da cauda foi distendido em uma lamina, corado com pandético
e analisados pelo método de Schilling ao microscopio éptico. A parasitemia foi
determinada nos 3°, 5° e 8° dias apos a infec¢cado malérica pelo Plasmodium berghei
ANKA.

Em todos os animais, a parasitemia aumentou ao longo do tempo,
contudo, houve diferenca de resultados entre os trés modelos. O grupo de
camundongos C57BL/6 foi 0 que apresentou a maior parasitemia ao longo do tempo,
sendo que a mediana de sua parasitemia (2,6%) foi diferente da apresentada pelo
grupo dos camundongos BALB/c (0,1%) ja no terceiro dia de infeccdo (p=0,0005,
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn: iBAL<ICBA~IC57; figura 07) e se
manteve maior até o oitavo dia. A partir do quinto dia de infec¢do, a parasitemia
mediana do grupo iC57 (16,6%) foi maior também do que a do grupo iCBA (5,0%)
(p<0,0001, ANOVA, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls: iC57>IBAL e
ICBA). No terceiro dia, a parasitemia do grupo iCBA (mediana: 1,0%) também foi
maior do que a do grupo iBAL, porém no quinto dia de infeccdo, as parasitemias
destes dois grupos ndo foram estatisticamente diferentes, apesar do grupo iCBA ter
apresentado praticamente o dobro de eritrocitos parasitados (iICBA: 5,0%) do que o
grupo iBAL (iBAL: 2,4%). No oitavo dia, os camundongos C57BL/6 apresentaram a
parasitemia 1,7 vezes maior (26,5%) do que os camundongos BALB/c (15,7%) e 2,2
vezes maior do que os camundongos CBA (12,0%) (p<0,0001, ANOVA, seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls: iBAL~ICBA>IC57). Neste, mesmo dia, nédo
houve diferenca estatistica entre as parasitemias dos grupos iBAL e iCBA, contudo,
a parasitemia dos camundongos CBA foi relativamente menor do que a apresentada

pelos camundongos BALB/c.
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Figura 07. Parasitemia dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados pelo P. berghei
ANKA. Os camundongos suscetiveis a malaria cerebral (C57BL/6: n=13 e CBA: n=24) apresentaram
maior parasitemia do que os camundongos BALB/c (n=21) no terceiro dia de infeccdo (p=0,0005,
Kruskal-Wallis, seguido do método de Dunn: iC57>IBAL e iCBA>IBAL). No quinto e no oitavo dia de
infeccdo, o grupo iC57 apresentou uma parasitemia maior do que os grupos iCBA e iBAL (p<0,0001,
ANOVA, seguido pelo método de Student-Neuman-Keuls: iC57>ICBA e iBAL). Valores apresentados
como medianas.

5.3. Producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos peritoneais
dos camundongos suscetiveis (CBA e C57BL/6) ou n&do (BALB/c) a
malaria cerebral pelo Plasmodium berghei ANKA

Para comparar a producdo do NO nas diferentes linhagens de animais
infectados ou ndo pelo Plasmodium berghei ANKA a producéo deste radical foi
quantificada, in vitro, pelo método de Griess, no sobrenadante das culturas de
macrofagos peritoneais coletados no sexto dia da infec¢do, sendo a concentracao
expressa em uM NO..

N&o houve nenhuma diferenca estatistica entre a producdo basal de NO
pelos macrofagos peritoneais das diferentes linhagens de camundongos antes da
infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA (BALB/c = 6,03 uM NO,; C57BL/6 = 10,06
MM NO, e CBA = 5,80 uM NO,, p=0,296, Kruskal-Wallis; Figura 08). Contudo, no
sexto dia da infec¢cdo pelo plasmédio, a producéo de 6xido nitrico foi diferente entre
as linhagens. Os camundongos BALB/c apresentaram a maior producdo de NO no
sobrenadante das culturas dos macréfagos (7,97 pM NOy), enquanto, o0s
camundongos C57BL/6 produziram a menor quantidade (4,94 uM NO,); Ja o grupo
de camundongos CBA infectados teve uma producdo intermediaria entre os dois
(6,27 uM NOy) (p=0,007, ANOVA, seguido pelo método de Student Newman-Keuls
para comparacao entre os grupos: iC57 < iBAL).

O efeito da infeccdo pelo Plasmodium berghei também foi analisada

comparando a producdo de NO pelos macrofagos dos animais infectados e néo
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infectados. Por essa analise, a resposta individual de cada linhagem se mostrou
diferente. Enquanto, nos camundongos BALB/c houve aumentou da producdo de
NO depois da infeccdo, nos camundongos C57BL/6 a producédo do NO dos animais
infectados foi menor do que dos animais néo infectados que correspondiam ao seu
grupo controle. A producdo do grupo nao infectado C57BL/6 (10,06 pM NO,) foi
duas vezes maior do que a do grupo infectado (4,94 uM NO,) (p=0,033, teste t com

correcdo de Welch).
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Figura 08. Producdo do Oxido nitrico basal, in vitro, pelos macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA). Camundongos BALB/c e CBA: ndo houve diferenca
estatistica na producdo de NO entre os grupos de animais infectados e nado infectados (teste t).
Camundongos C57BL/6: os animais ndo infectados produziram mais 6éxido nitrico do que os animais
infectados (ANOVA, seguido pelo método de Student-Neuman-Keuls: iBAL>iC57). Os dados estéo
representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores
de p foram apresentados na figura. Grupos com n= 10.

5.4. Producdo de perdxido de hidrogénio pelos macrofagos
peritoneais dos camundongos suscetiveis (CBA e C57BL/6) ou néo
(BALB/c) a maléaria cerebral pelo Plasmodium berghei ANKA

Para comparar a produgdo do H202 pelos macréfagos dos modelos
murinos suscetiveis (CBA e C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a maléaria cerebral, foram
realizadas dosagens desse radical no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneais coletados no sexto dia de infec¢do, e os resultados foram comparados
entre os grupos infectados e seu respectivo grupo controle, entre os grupos de
infectados e entre os grupos néo infectados (Figura 09).

Antes da infeccdo malarica, a capacidade de produzir peroxido de
hidrogénio basal pelos macrofagos peritoneais foi diferente entre as diferentes

linhagens de camundongos. Os dois modelos que desenvolvem a forma clinica
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cerebral apresentaram producéo diferente de H,O,. Os camundongos C57BL/6 do
grupo controle produziram menor quantidade de H,O, do que os outros grupos. Os
camundongos C57BL/6 do grupo controle produziram significantemente menos H,0,
(5,36 uM/1,5x10° M@/h) do que os camundongos CBA (8,4 uM/1,5x10° M@/h)
(p=0,007; Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn: CBA>C57).

Em reposta a infeccao pelo Plasmodium berghei ANKA, o mesmo padréo
de producao do H,O, pode ser observado nas trés linhagens, sendo que o C57BL/6
infectado manteve a producéo de H,O; (7,6 pM/1,5x10°> M@/h) menor do que a dos
camundongos CBA infectados (12,3 pM/1,5x10° M@/h) (p=0,008; teste t com
correcdo de Welch). Quando comparamos o0s animais infectados com seus
controles, observamos que a producdo de H,O, pelos animais infectados (7,6
HM/1.5x10° M@/h) foi significantemente maior do que os animais nao infectados (5,3
UM/1.5x10° M@/h) (p=0,033; teste t com correcdo pelo método de Welch).
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Figura 09. Producéo de peroxido de hidrogénio basal, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA). Camundongos BALB/c e CBA: ndo houve diferenca
estatistica na producdo de H,O, entre 0s grupos de animais infectados e ndo infectados (teste t e
Mann-Whitney, respectivamente). Camundongos C57BL/6: os animais infectados apresentaram
producdo de H,O, maior do que os ndo infectados (teste t). A producdo basal do H,O, pelos
camundongos da linhagem C57BL/6 foi menor do que nos camundongos CBA, e esse padrdo se
manteve nos animais infectados. Os dados estdo representados em medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos. Os valores de p foram apresentados na figura. Grupos com
n=10.
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5.5. Citocinas

Para avaliar a influéncia da infeccdo pelo P. berghei ANKA sobre a
producdo de citocinas nos modelos murinos suscetiveis (CBA e C57BL/6) ou ndo
suscetivel (BALB/c) a malaria cerebral, foram coletados cérebros com cerebelos
apos seis dias de infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA. O cérebro e cerebelo
foram macerados juntos e apds centrifugacdo, os homogenatos resultantes foram
utilizados para a dosagem de IL-1p, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 € FNT-q.

5.5.1. Determinacdo de interleucina-1p nos homogenatos dos
cérebros e cerebelos de camundongos suscetiveis (CBA e
C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a malaria cerebral na infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA

A quantificacdo da IL-18 nos homogenatos cerebrais mostrou que antes
da infeccdo malarica, os animais das trés linhagens produziram quantidade
semelhante dessa citocina (p=0,336, Kruskal-Wallis), porém uma vez infectados com
o Plasmodium berghei ANKA, a producdo tornou-se diferente entre 0s grupos
(p=0,030, Kruskal-Wallis). O camundongo C57BL/6 foi a linhagem que produziu a
menor quantidade de IL-1p (89,4 pg/mL), sendo esse resultado oposto aos animais
CBA infectados (306,5 pg/mL), que também apresentam a forma cerebral da doenca
e que produziram a maior quantidade dessa citocina entre as 3 linhagens. Os
camundongos BALB/c ndo suscetiveis a forma cerebral apresentaram producao
intermediaria (123,6 pg/mL) da citocina (Figura 10).

Quando os grupos infectados foram comparados aos seus grupos
controle ndo infectados, observou-se que o padrdo de producédo da citocina foi
diferente entre os animais que desenvolvem a forma neuroldgica. Enquanto, os
camundongos C57BL/6 infectados diminuiram a producdo dessa citocina em relacao
ao seu controle (C57= 338,7 pg/mL versus iC57= 89,4 pg/mL, p=0,008, Mann-
Whitney), os camundongos CBA néo alteraram a produc¢éo dessa citocina (p=0,690,
Mann-Whitney). Nos camundongos BALB/c também ndo houve diferenca entre os

grupos infectados e nédo infectado (p=0,690, Mann-Whitney).
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Figura 10. Quantificacdo da Interleucina-1f no homogenato do cérebro e cerebelo de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néao infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia da infec¢cdo. Camundongos BALB/c e CBA:
nao houve diferenca estatistica na producéo de IL-1B entre os grupos de animais infectados e nao
infectados. Camundongos C57BL/6: 0s animais infectados apresentaram producéo de IL-1 menor do
gue os ndo infectados. Entre os animais infectados, os camundongos CBA apresentaram uma
producédo maior da IL-1p do que os animais C57BL/6. Os dados estdo representados em medianas,
guartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores de p foram apresentados na
figura. A comparacao entre 2 grupos foi feita pelo teste de Mann-Whitney. Grupos com n=>5.

5.5.2. Determinacédo de interleucina-4 nos homogenatos dos
cerebros e cerebelos de camundongos suscetiveis (CBA e
C57BL/6) ou nao (BALB/c) a maléaria cerebral na infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA

O padrdao de producdo da IL-4 entre as diferentes linhagens de
camundongos infectados ou nao infectados foi diferente (p=0,005, Kruskal-Wallis).
Observou-se que os camundongos CBA produziram 5,66 vezes mais IL-4 (142,3
pg/mL) do que os camundongos BALB/c (25,1 pg/mL; p=0,008, Mann-Whitney) e
1,45 vezes mais do que os camundongos C57BL/6 (98,4 pg/mL; p=0,032, Mann-
Whitney). J& os camundongos BALB/c néo infectados produziram 3,9 vezes menos
IL-4 do que os camundongos C57BL/6 (p=0,032, Mann-Whitney). Assim, 0s
camundongos CBA produziram a maior quantidade de IL-4, seguido pelo C57BL/6 e
depois pelos camundongos BALB/c. Apés a infecgdo pelo Plasmodium berghei esse
padrdo se manteve entre as linhagens (iBAL: 33,5 pg/mL, iC57: 84,8 pg/mL e iCBA:
110,1 pg/mL; p=0,032, Kruskal-Wallis). Contudo, apos a infec¢cdo pelo plasmadio
ndo houve modificacdo na producdo dessa citocina em relacdo aos seus controles

por nenhuma das linhagens (p>0,05, Mann-Whitney). Figura 11.
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Figura 11. Determinacdo de Interleucina-4 no homogenato do cérebro e cerebelo de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, nédo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia ap6s infecgdo. Camundongos BALB/c, CBA e
C57BL/6: ndo houve diferenga estatistica na producéo de IL-4 entre os grupos de animais infectados
e ndo infectados. A quantidade da IL-4 variou entre as linhagens de camundongos néo infectados
(Kruskal-Wallis, p=0,005; Segundo Dunn: BAL<C57<CBA;) e infectados (Kruskal-Wallis, p=0,032;
seguido do método de Dunn: IBAL<ICBA). Os dados estdo representados em medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores de p foram apresentados na figura.
Grupos com n=5.

5.5.3. Determinac&o de interleucina-10 nos homogenatos dos
cérebros e cerebelos de camundongos suscetiveis (CBA e
C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a maléaria cerebral na infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA

O padrao de producéo da IL-10 foi variavel nas diferentes linhagens de
camundongos antes e apoés a infeccdo. Antes da infeccédo, os camundongos BALB/c
que sdo resistentes a maléaria cerebral produziram uma quantidade muito maior
(16443 pg/mL) de IL-10 do que os camundongos suscetiveis (CBA= 7901 pg/mL e
C57= 314 pg/mL; p=0,002, Kruskal-Wallis). J& quando os camundongos suscetiveis
foram comparados entre si, a producao basal da citocina nos animais CBA foi 25,16
vezes maior do que nos camundongos C57BL/6 (p=0,009, Mann-Whitney). No sexto
dia da infeccdo, houve alteracdo desse padrdo no grupo de animais infectados
(p=0,01, Kruskal-Wallis). Os camundongos C57BL/6 infectados passaram a produzir
21,79 vezes mais IL-10 (13.562 pg/mL) do que os camundongos CBA infectados
(622 pg/mL; p=0,016, Mann-Whitney) e 16,58 vezes mais do que os camundongos
BALB/c (818 pg/mL; p=0,009, Mann-Whitney).

Comparando os animais infectados com seus controles observamos que
enguanto nos camundongos BALB/c e nos CBA a producdo de IL-10 diminuiu no

sexto dia de infeccdo nos animais infectados (p=0,008 e p=0,016, respectivamente,
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Mann-Whitney), nos animais C57BL/6, a infeccdo provocou um aumento na
producédo desta citocina no mesmo periodo (p=0,008, Mann-Whitney; Figura 12).
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Figura 12. Determinac¢do de Interleucina-10 no homogenato do cérebro e cerebelo de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia ap6s a infeccdo. Camundongos BALB/c, CBA
e C57BL/6: houve diferenca estatistica na producéo de IL-10 entre os grupos de animais infectados e
néo infectados (Mann-Whitney, BAL>IBAL: p=0,008, CBA>ICBA :p=0,016 e C57<iC57: p=0,008). A
quantidade da IL-10 variou entre as linhagens de camundongos néo infectados (Kruskal-Wallis,
p=0,002; seguido pelo método de Dunn: BAL>CBA>C57) e infectados (Kruskal-Wallis, p=0,011;
seguido pelo método de Dunn: iBAL=ICBA<iC57). Os dados estdo representados em medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores de p foram apresentados na
figura. Grupos com n=5.

5.5.4. Determinacao de interleucina-12 nos homogenatos dos
cérebros e cerebelos de camundongos suscetiveis (CBA e
C57BL/6) ou nédo (BALB/c) a maléaria cerebral na infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA

Nas diferentes linhagens, a producdo da IL-12 foi semelhante entre os
animais néao infectados (p=0,218, Kruskal-Wallis) e entre os animais infectados com
0o Plasmodium berghei ANKA (p=0,184, Kruskal-Wallis). Apds a infeccdo, nédo foi
observada alteracdo na quantidade de citocina nos homogenatos do tecido cerebral,
avaliada no sexto dia da infeccdo malarica (BAL x iBAL: p=0,218; CBA x iCBA:
p=0,095 e C57 x iC57: p=0,548, Mann-Whitney; Figura 13).
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Figura 13. Determinacdo de Interleucina-12 no homogenato do cérebro e cerebelo de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia da infeccdo. Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos nao infectados e infectados (Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, p>0,05). Os dados
estdo representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
Grupos com n=5.

5.5.5. Determinacdo de interleucina-17 nos homogenatos dos
cérebros e cerebelos de camundongos suscetiveis (CBA e
C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a malaria cerebral na infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA

A mediana da produgdo basal da IL-17 nos homogenatos do tecido
cerebral dos camundongos C57BL/6 néo infectados foi de 212 pg/mL, semelhante
ao dos camundongos BALB/c (203 pg/mL; p=0,548, Mann-Whitney), enquanto a
mediana da IL-17 presente no cérebro dos camundongos CBA foi de 334 pg/mL,
significantemente maior do que os camundongos C57BL/6 (p=0,008, Mann-Whitney)
e do que os camundongos BALB/c (p=0,008, Mann-Whitney). Contudo, quando os
animais foram infectados com o Plasmodium berghei ANKA, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos (p=0,184, Kruskal-Wallis; Figura 14).
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Figura 14. Determinacdo de Interleucina-17 no homogenato do cérebro e cerebelo de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia ap0ds infec¢cdo. N&o houve diferenga estatistica
na quantidade de IL-17 entre os grupos ndo infectados e infectados (Mann-Whitney, BAL x iBAL:
p=0,690, CBA x iCBA: p=0,095 e C57 x iC57: p=1,000.). A producao basal de IL-17 foi maior pelos
camundongos CBA (Kruskal-Wallis, p=0,008; seguido pelo método de Dunn para comparacgéo entre
0s grupos: BAL=C57<CBA). Os dados estdo representados em medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos. Os valores de p foram apresentados na figura. Grupos com
n=5.

5.5.6. Determinacdo de fator de necrose tumoral nos
homogenatos dos cérebros e cerebelos de camundongos
suscetiveis (CBA e C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a maléaria cerebral na
infeccao pelo Plasmodium berghei ANKA

O padrdo de producdo basal do FNT-a foi diferente nas linhagens de
camundongos néao infectados (p=0,002, Kruskal-Wallis). Os camundongos BALB/c
produziram mais FNT-a (4111pg/mL) do que as linhagens que apresentam a malaria
cerebral, sendo essa quantidade 2,08 vezes maior do que a dos camundongos CBA
(1975 pg/mL; p=0,008, Mann-Whitney) e 52 vezes maior do que a dos camundongos
C57BL/6 (79 pg/mL; p=0,008, Mann-Whitney). Contudo, a infec¢cdo pelo Plasmodium
berghei ANKA modificou esse padrdo de producdo (p=0,009, Kruskal-Wallis). Em
resposta a infec¢do, a quantidade de FNT-a no cérebro dos camundongos C57BL/6
(3390 pg/mL) foi significantemente maior do que no cérebro dos animais nao
infectados (79 pg/mL) (p=0,008, Mann-Whitney); e foi também maior do que no
cérebro dos camundongos CBA (141 pg/mL; p=0,008, Mann-Whitney) e dos
camundongos BALB/c infectados (204 pg/mL; p=0,009, Mann-Whitney). A producao
do FNT-o pelos camundongos infectados das linhagens CBA e BALB/c foi
semelhante (p=0,841, Mann-Whitney) e, ao contrario do que observado nos

camundongos C57BL/6, houve menor producdo de FNT-a no sexto dia da infeccao
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nos cérebros dos animais dessas linhagens (BAL x iBAL e CBA x iCBA: p=0,008,
Mann-Whitney; Figura 15).
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Figura 15. Determinacdo do FNT-o no homogenato do cérebro e cerebelo de camundongos
BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o P. berghei ANKA
(iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia apés infec¢cdo. Camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6: houve
diferenca estatistica na producdo de FNT-a entre os grupos de animais infectados e néo infectados
(Mann-Whitney; BAL>IBAL, CBA>ICBA, C57<iC57: p=0,008). A quantidade da FNT-a variou entre as
linhagens de camundongos nao infectados (Kruskal-Wallis, p=0,002; Segundo Dunn: BAL>CBA>C57)
e infectados (Kruskal-Wallis, p=0,009; Segundo Dunn: iBAL=ICBA<iC57). Os dados estado
representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e méaximos. Os valores
de p foram apresentados na figura. Grupos com n=5.

5.6. Avaliacéo do inflamassoma

O inflamassoma é um complexo multiprotéico formado por proteinas que
se adaptam umas as outras para formar uma superficie de ativacdo da Interleucina-
1. Para avaliar a ativacdo do inflamassoma NALPR1 na maléria murina, as proteinas
do complexo inflamassémico: NALPR1, ASC e caspase-1 foram marcadas nos
macréfagos peritoneais coletados de animais nao infectados (BAL, CBA e C57) e
infectados com o Plasmodium berghei ANKA (iBAL, ICBA e iC57) no sexto dia da
infeccdo e avaliadas por microscopia confocal. A proteina NALPR1 € um receptor
NOD que inicia a cascata de ativagdo de um dos tipos de inflamassoma; a caspase-
1 é a proteina que cliva proteoliticamente o RNAm da pro-IL-1B; e a ASC € a
proteina que adapta as duas anteriores. As imagens foram capturadas por
microscopia confocal e quantificadas utilizando o programa ImageJ, que foi utilizado
para obter a intensidade média de fluorescéncia das imagens. A intensidade média

de fluorescéncia de controles negativos foi subtraida do resultado dos grupos em
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estudo para excluir a fluorescéncia basal. Um controle positivo representado por
células estimuladas com LPS e ATP foi feito como controle do experimento.

5.6.1. Quantificacdo da proteina NALPR1

Na figura 16 encontram-se imagens de microscopia confocal de
macrofagos peritoneais representativas dos animais néo infectados e infectados dos
trés modelos estudados, incubadas com anticorpos para o NALPR1, marcados com
ALEXA flaor 546. Pela quantificacdo da intensidade de fluorescéncia média (IFM)
pelo software ImageJ, observamos maior expressdo do NALPR1 nos macrofagos
obtidos dos camundongos BALB/c (2,16), do que nos macréfagos dos camundongos
CBA (0,23) e C57BL/6 (0,0) antes da infeccdo pelo plasmédio. Contudo, apds a
infeccdo, houve aumento da expressdo dessa proteina somente nos macrofagos
obtidos dos animais suscetiveis a malaria cerebral (Figura 17). A expressédo do
NALPR1 foi 1,9 vezes maior nos camundongos CBA infectados com o Plasmodium
berghei (0,67) do que no grupo néo infectado (0,23) (p=0,016, Mann-Whitney) no
sexto dias da infeccdo. A expressdo do NALPR1 nos macrofagos dos camundongos
C57BL/6 foi 9,5 vezes maior nos animais infectados do que nos animais néao
infectados (C57: 0,0 e iC57: 0,95; p=0,011, Mann-Whitney).
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Figura 16. Expressdo da NALPR1 nos macréfagos peritoneais dos camundongos infectados ou ndo com
o Plasmodium berghei ANKA. Os macrofagos dos camundongos infectados iBAL, iCBA e iC57 e dos néo
infectados BAL, CBA e C57 foram coletados no sexto dia apds infec¢cdo e marcados com anticorpo primario anti-
NALPR1 (1:200) e secundéario acoplado com ALEXA flior 546 que fluoresce em vermelho (1:3000). Os nucleos
foram marcados com DAPI em azul (1:5000). A primeira coluna mostra imagens representativas dos macréfagos
peritoneais dos animais nao infectados e a segunda coluna, dos animais infectados com Plasmodium berghei
ANKA. As imagens foram capturadas no microscépio confocal Leica SP5 e o tratamento das mesmas foi
realizado com o programa ImageJ. Pin hole 1,26 Airy, 1 frame average, 3 lines average, zoom de 1X. Escala: 25
pm.
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Figura 17. Intensidade de Fluorescéncia Média da NALPR1 nos macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néao infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia ap6s infec¢cdo. A quantidade basal de NALPR1
foi diferente entre as linhagens de camundongos (p=0,002, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn: BAL>CBA>C57). Apds a infecgdo, os camundongos CBA e C57 produziram uma quantidade
maior da proteina (Mann-Whitney, p=0,016 e p=0,011, respectivamente). Os dados estdo
representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores
de p foram apresentados na figura. Grupos com n=5.

5.6.2. Quantificacdo da proteina ASC

Na figura 18 encontram-se imagens de microscopia confocal de
macrofagos peritoneais representativas dos animais nédo infectados e infectados dos
trés modelos estudados, incubadas com anticorpos contra o ASC, marcados com
ALEXA fluor 546. Pela quantificacdo da proteina ASC utilizando o software imageJ
observamos que n&o houve diferenca na Intensidade Fluorescéncia Média para o
ASC entre as trés linhagens de camundongos néo infectados (p=0,471, Kruskal-
Wallis) ou apos a infecgcdo pelo Plasmodium berghei (p=0,121, Kruskal-Wallis).
Porém, em todas as linhagens a IFM foi maior nos animais infectados do que nos
controles n&o infectados (Figura 19). Houve um aumento de 8,59 vezes nos
macréfagos dos camundongos BALB/c (BAL: 0,57 x iCBA: 5,50; p=0,008, Mann-
Whitney); de 0,24 para 7,63 (p=0,008, Mann-Whitney) nos macréfagos dos
camundongos CBA; e, de 0,30 para 4,08 nos camundongos C57BL/6 (p=0,008,
Mann-Whitney).
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Figura 18. Expressdo da ASC nos macrofagos peritoneais dos camundongos infectados ou ndo com o
Plasmodium berghei ANKA. Os macrofagos dos camundongos infectados iBAL, iCBA e iC57 e dos nédo
infectados BAL, CBA e C57 foram coletados no sexto dia ap6s infecgdo e marcados com anticorpo primario anti-
ASC (1:200) e secundario acoplado com ALEXA flior 546 que fluoresce em vermelho (1:3000). Os nlcleos
foram marcados com DAPI em azul (1:5000). A primeira coluna mostra imagens representativas dos macréfagos
peritoneais dos animais ndo infectados e a segunda coluna, dos animais infectados com Plasmodium berghei
ANKA. As imagens foram capturadas no microscopio confocal Leica SP5 e o tratamento das mesmas foi
realizado com o programa ImageJ. Pin hole 1,26 Airy, 1 frame average, 3 lines average, zoom de 1X. Escala: 25
pm.
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Figura 19. Intensidade de Fluorescéncia Média da ASC nos macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia ap6s infeccdo. A quantidade de ASC néo foi
diferente entre as trés linhagens ndo infectadas ou infectadas (Kruskal-Wallis, p=0,471 e 0,121,
respectivamente); porém, aumentou nas trés linhagens apos a infecgcdo (Mann-Whitney). Os dados
estdo representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os
valores de p foram apresentados na figura. Grupos com n=5.

5.6.3. Quantificacéo da proteina Caspase-1

Na figura 20 encontram-se imagens de microscopia confocal de
macrofagos peritoneais representativas dos animais nao infectados e infectados dos
trés modelos estudados, incubadas com anticorpos para o caspase-1, marcados
com FITC. A Intensidade de Fluorescéncia Média da caspase-1 para O0s
camundongos BALB/c foi maior do que nos animais CBA e C57BL/6 (BAL: 0,48 e
CBA e C57: 0,00; p=0,008, Kruskal-Wallis). No sexto dia de infeccdo pelo
Plasmodium berghei, esse padrdo se manteve (iBAL: 1,08, iCBA: 0,29 e iC57: 0,18;
p=0,008, Kruskal-Wallis).

A infeccdo produziu um aumento estatisticamente significante na
expressao da caspase-1 nos camundongos CBA e C57BL/6 respectivamente, 2,94 e
1,81 vezes (CBA x iCBA: p=0,011 e C57 x iC57: p=0,019, Mann-Whitney). O
aumento ficou no limite da significancia estatistica nos camundongos BALB/c
(p=0,056, Mann-Whitney; Figura 21).
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Figura 20. Expressédo da proteina caspase-1 nos macroéfagos peritoneais dos camundongos infectados
ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA. Os macroéfagos dos camundongos infectados iBAL, iCBA e iC57 e
dos nao infectados BAL, CBA e C57 foram coletados no sexto dia apés infeccdo e marcados com anticorpo anti-
caspase-1 marcado com FITC (1:200). Os nucleos foram marcados com DAPI em azul (1:5000). A primeira
coluna mostra imagens representativas dos macréfagos peritoneais dos animais nao infectados e a segunda
coluna, dos animais infectados com Plasmodium berghei ANKA. As imagens foram capturadas no microscopio
confocal Leica SP5 e o tratamento das mesmas foi realizado com o programa ImageJ. Pin hole 1,26 Airy, 1
frame average, 3 lines average, zoom de 1X. Escala: 25 pm.

73



1.50 ! !

p=0,008
p=0,032
=N | | -
«© / p=0,008 =
g 1.25 4 o
@
(8]
(%]
I
S 1.00
3
-
g2
Sc 0751
w o
@S
5=
> —_
L 0504 p=0,011
3 l p=0,019
2
S 0251 E
£
1T
0.00 T T T T T T
BAL iBAL CBA  iCBA cs7 ic57

Figura 21. Intensidade de Fluorescéncia Média da caspase-1 nos macrdfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo infectados (BAL, C57 e CBA) e infectados com o
P. berghei ANKA (iBAL, iC57 e iCBA) no sexto dia apés infec¢do. A quantidade de caspase-1 foi
diferente entre as trés linhagens nao infectadas (Kruskal-Wallis, p=0,008; seguido pelo método de
Dunn: BAL>CBA~C57); e infectadas (Kruskal-Wallis, p=0,008; seguido do método de Dunn:
iBAL>CBA~IC57). A infeccdo promoveu um aumento da proteina nos animais infectados (Mann-
Whitney). Os dados estdo representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores
minimos e maximos. Os valores de p foram apresentados na figura. Grupos com n=5.

5.7. Avaliacdo da via do NFxB

A via do NFkB possui varias proteinas que translocam para o nucleo e
promovem a expressao de genes em regides especificas do DNA estimulando a
resposta inflamatéria. Suas proteinas se organizam em diferentes vias que séo
acionadas dependendo da célula e do receptor na membrana celular. Assim, o p65
(RelA) participa das vias classicas e atipicas de ativacdo, enquanto, o p52 (NFxB2) e
o RelB (p68) participam da via ndo classica. A expressao das proteinas p52, RelA e
RelB foram avaliadas nos macréfagos peritoneais coletados no sexto dia de infeccéo
de animais nao infectados (BAL, CBA e C57) e infectados com o Plasmodium
berghei ANKA (iBAL, iCBA e iC57). As imagens foram coletadas por microscopia
confocal e o programa ImageJ foi utilizado para quantificar a intensidade média de
fluorescéncia total, nuclear e citoplasmatica. A intensidade média de fluorescéncia
de controles negativos também foi obtida e o valor mediano dessas imagens foi
subtraido do resultado dos grupos em estudo. Um controle positivo representado por

células estimuladas com LPS foi utilizado para controle do experimento.
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5.7.1. Quantificacdo da proteina p52 (NFxB2)

Na figura 22 encontram-se imagens de microscopia confocal de
macrofagos peritoneais representativas dos animais nao infectados e infectados dos
trés modelos estudados, incubadas com anticorpos para o p52, marcados com
ALEXA flaor 546. O nucleo da célula estd marcado com DAPI. Estdo representados
também cortes ortogonais confirmando a marcacéo do p52 intranuclear.

Houve aumento da expressdo total de p52 nos camundongos BALB/c
apos a infecgcdo pelo Plasmodium berghei ANKA, enquanto ndo houve alteracdo na
expressao total desse promotor génico nos camundongos suscetiveis (Figura 23).
Nos camundongos BALB/c infectados, o aumento total da p52 (p=0,0008, Kruskal-
Walllis) foi paralelo a maior expressao da proteina tanto no nucleo (p=0,008, Mann-
Whitney), quanto no citoplasma (p=0,008, Mann-Whitney), sugerindo que apés a
infeccdo no modelo resistente houve aumento na sintese da p52 e que houve
translocacdo do promotor para o ndcleo, ha mesma propor¢cao que permaneceu no
citoplasma dos camundongos BALB/C (p=0,095, Mann-Whitney). Nos camundongos
CBA, ndo houve aumento na expressao total do p52 (p=1,000, Mann-Whitney);
contudo, houve aumento da quantidade da proteina no nucleo, embora no limite da
significancia estatistica (p=0,056, Mann-Whitney), mas ndo houve alterou da sua
guantidade no citoplasma (p=1,000, Mann-Whitney), sugerindo que houve
translocacdo para o nucleo do p52 nos camundongos CBA. O que é comprovado
pela maior razdo nucleo:citoplasma que ocorreu nos camundongos CBA (p=0,056,
Mann-Whitney). Ja nos camundongos C57BL/6, ndo houve modificacdo na
expressao total de p52 (p=0,690, Mann-Whitney) e nem houve diferenca na
quantidade da proteina nos compartimentos nucleares (p=0,151, Mann-Whitney) ou
nos citoplasmaticos (p=0,690, Mann-whitney), sugerindo que nesse modelo a via

nao candnica do NFkB esta regulada e/ou néao foi ativada.
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Figura 22. Expressdo do p52 nos macr6fagos peritoneais na malaria experimental. Os macréfagos dos
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 ndo infectados e infectados com Plasmodium berghei ANKA foram
coletados no sexto dia ap6s infeccdo e marcados com anticorpo primario anti-p52 (1:200) e secundério acoplado
com ALEXA flaor 546 que fluoresce em vermelho (1:3000). Os nucleos foram marcados com DAPI em azul
(1:5000). Primeira coluna mostra imagens representativas dos macréfagos peritoneais dos animais néo
infectados e na segunda coluna, dos animais infectados, utilizadas para andlise no ImageJ. Zoom de 1x. (Escala:
25 um). A terceira coluna mostra imagens de macréfagos de animais infectados com zoom de 8x utilizados para
o corte ortogonal (Escala: 5 um). As imagens menores mostram o0s cortes ortogonais. As imagens foram
capturadas no microscopio confocal Leica SP5 e o corte ortogonal foi realizado no programa LAS AF Leica. Pin
hole 1,26 Airy, 1 frame average, 3 lines average.
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Figura 23. Intensidade de Fluorescéncia Média de p52 nos macréfagos peritoneais dos camundongos
infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA. A) p52 nuclear. B) p52 citoplasmatico. C) p52 total. D)
Raz&o nucleo:citoplasma. Os dados estdo representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores
minimos e maximos da analise de 5 grandes campos de imagens com zoom de 1x, ajustados para 100 células.
Métodos estatisticos: Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Grupos com n=5. Avaliacdo em duplicata. Os valores de p
foram apresentados na figura.

5.7.2. Quantificacdo da proteina RelA (p65)

A analise das imagens capturada pelo microscopio confocal e tratadas
pelo programa ImageJ (Figura 24) mostrou que a expressao total, a mobilizacao
citoplasmatica e a translocacdo nuclear do RelA aumentou em todas as linhagens;
porém, o aumento dessa expressao apoés a infec¢ao pelo Plasmodium berghei ANKA
foi muito maior nos camundongos resistentes BALB/c do que nos camundongos
suscetiveis CBA. Em todas as trés linhagens, o aumento da expressao total de RelA
foi reflexo do aumento tanto no citoplasma quanto no nucleo (Em todas as anélises o
p<0,01, Mann-Whitney), entretanto, esses aumentos nao refletiram em maior
translocacdo do RelA para o nucleo (p>0,1 para todos, Mann-Whitney; Figura 25),
sugerindo que a via canbnica do NFkB tenha sido ativada nas trés linhagens, porém
de forma diferente, durante a infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA e que uma
parte da proteina sintetizada esta no citoplasma, enquanto, uma parte foi

translocada na mesma proporcao para o nucleo.
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Nao infectados Infectados Infectados (corte ortogonal)

BALB/c

CBA

C57BL/6

Figura 24. Expressdo do RelA nos macréfagos peritoneais na maldria experimental. Os
macréfagos dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 nao infectados e infectados com Plasmodium
berghei ANKA foram coletados no sexto dia apés infec¢do e marcados com anticorpo primério anti-
p65 (RelA) (1:200) e secundario acoplado com ALEXA fltor 546 que fluoresce em vermelho (1:3000).
Os nudcleos foram marcados com DAPI em azul (1:5000). Primeira coluna mostra imagens
representativas dos macréfagos peritoneais dos animais nédo infectados e na segunda coluna, dos
animais infectados, utilizadas para analise no ImageJ. Zoom de 1x. (Escala: 25 pm). A terceira coluna
mostra imagens de macréfagos de animais infectados com zoom de 8x utilizados para o corte
ortogonal (Escala: 5 pm). As imagens menores mostram 0s cortes ortogonais. As imagens foram
capturadas no microscépio confocal Leica SP5 e o corte ortogonal foi realizado no programa LAS AF
Leica. Pin hole 1,26 Airy, 1 frame average, 3 lines average.

78



_p=0,008 p=0,008 ) \ p=0,008 =001

0.8 4

p=0,008 p=0,046
' i

|
|

p=0,012
150 E L

T T
B B
[ £E2
EER =0,011 LE
ok HE 58
gt 22 125
2z o2
2o 041 €3 100
T8 p=0,019 £3
x©3 <3 o075

£ 02 £ os50

l_l 0.25
0.0 : T - T - T 0.00 T T - T ; T
BAL  iBAL CBA  iCBA c57 ics? BAL  iBAL CBA  iCBA cs7 ics?

c D

2501 X p=0,008 | p=0,011 10 -
} !

}
225 | P=0008, p=0,008 }
2.004 E ; 0.8 1
p=0,011 ;
1 T

T

0.2 1

0.504 .
0.254 ’——L‘
0.00 0.0

T T T T T T T T T T T T
BAL iBAL CBA iCBA C57 iC57 BAL iBAL CBA iCBA C57 iC57

RelA (p65) total
(Intensidade fluorescente média)
N
i
&
RelA (p65) Nuclear:citoplasmatico
(Intensidade fluorescente média)

Figura 25. Intensidade de Fluorescéncia Média de RelA nos macréfagos peritoneais dos
camundongos infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA. A) RelA nuclear. B) RelA
citoplasmatico. C) RelA total. D) Raz&o nucleo:citoplasma. Os dados estdo representados em
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e méaximos da analise de 5 grandes
campos de imagens com zoom de 1x, ajustados para 100 células. Métodos estatisticos: Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney. Grupos com n=5. Avaliacdo em duplicata. Os valores de p foram
apresentados na figura.

5.7.3. Quantificacdo da proteina RelB (p68)

As imagens do promotor génico RelB capturadas por microscopia
confocal e tratadas pelo programa ImageJ (Figura 26) mostraram que apos a
infeccdo deflagrada pelo Plasmodium berghei ANKA, a expressdo total, a
citoplasmatica e a quantidade nuclear do RelB foi diferente entre os camundongos
infectados, sendo que os animais BALB/c apresentaram uma expressao maior da
proteina do que 0s animais suscetiveis.

Nos camundongos BALB/c, o aumento da expressdo total de RelB
(p=0,016, Mann-Whitney) ocorreu devido o aumento da proteina no citoplasma
(p=0,016, Mann-Whitney), sem aumento concomitante no nucleo (p=0,730, Mann-
Whitney; Figura 27), sugerindo que embora a sintese do RelB tenha ocorrido, os
mecanismos reguladores mantiveram a proteina mobilizada no citoplasma sem

haver translocacao para o ndcleo. Os camundongos CBA infectados apresentaram
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um padrdo de producdo intermediaria. Nesse modelo, ndo houve alteracdo na
expressdo total do RelB apés a infeccao (p=0,222, Mann-Whitney), mas houve
aumento da proteina no nucleo (p=0,016, Mann-Whitney), sem aumento paralelo no
citoplasma (p=0,421, Mann-Whitney), sugerindo que houve translocacdo da RelB do
citoplasma para o ndcleo (R:C: p=0,008, Mann-Whitney). Esses dados sugerem que
nos camundongos CBA, ou ndo houve aumento da sintese da RelB, apesar de
existir atividade transcricional do NFkB; ou a proteina total havia aumentado em um
momento anterior ao sexto dia de infeccdo, se estabilizou e a quantidade em
excesso ainda estava translocada no nucleo. Nos camundongos C57BL/6, a
expressdo total do RelB foi menor em relagcdo as outras linhagens. Contudo, a
expressdo nuclear e a citoplasmatica da proteina ndo se modificaram apds a
infeccdo pelo plasmaodio (respectivamente, p=0,346 e p=829, Mann-Whitney) e
consequentemente, ndo houve aumento na quantidade total do RelB nos
macréfagos (p=0,829, Mann-Whitney), sugerindo que o RelB nado participa do

mecanismo de ativacdo do NFkB no modelo C57BL/6.
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BALB/c
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Figura 26. Expressdo do RelB nos macréfagos peritoneais na malaria experimental. Os
macrofagos dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 néo infectados e infectados com Plasmodium
berghei ANKA foram coletados no sexto dia apés infec¢cdo e marcados com anticorpo primario anti-
p68 (RelB) (1:200) e secundario acoplado com ALEXA flior 546 que fluoresce em vermelho (1:3000).
Os nucleos foram marcados com DAPI em azul (1:5000). A primeira coluna mostra imagens
representativas dos macréfagos peritoneais dos animais nédo infectados e na segunda coluna, dos
animais infectados, utilizadas para analise no ImageJ. Zoom de 1x. (Escala: 25 um). A terceira coluna
mostra imagens de macréfagos de animais infectados com zoom de 8x utilizados para o corte
ortogonal (Escala: 5 um). As imagens menores mostram 0s cortes ortogonais. As imagens foram
capturadas no microscopio confocal Leica SP5 e o corte ortogonal foi realizado no programa LAS AF
Leica. Pin hole 1,26 Airy, 1 frame average, 3 lines average.
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Figura 27. Intensidade de Fluorescéncia Média de RelB nos macréfagos peritoneais dos
camundongos infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA. A) RelB nuclear. B) RelB
citoplasmatico. C) RelB total. D) Razdo nucleo:citoplasma. Os dados estdo representados em
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos da analise de 5 grandes
campos de imagens com zoom de 1x, ajustados para 100 células. Métodos estatisticos: Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney. Grupos com n=5. Avaliacdo em duplicata. Os valores de p foram
apresentados na figura.

5.8. Avaliacao do promotor nuclear PPAR-y

A analise das imagens capturada pelo microscopio confocal e tratadas
pelo programa ImageJ (Figura 28) mostrou que a expressao total, a degradacao
citoplasmatica e a translocacédo nuclear do PPAR-y foi diferente tanto nos animais
nao infectados quanto nos animais infectados A expressao total de PPAR-y diminuiu
nos camundongos BALB/c e CBA infectados, sugerindo que existe uma maior
utilizacdo ou uma menor sintese dessa proteina deflagrada pelo Plasmodium (BAL x
IBAL e CBA x iCBA: p=0,016, Mann-Whitney), enquanto que 0 mesmo nao ocorreu
para a linhagem C57BL/6 (p=0,222, Mann-Whitney; Figura 29).

Nos camundongos BALB/c, observou-se que um aumento de PPAR-y

ocorreu no nucleo (p=0,016, Mann-Whitney), enquanto no citoplasma houve
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diminuicdo da expressdo do PPAR-y (p=0,008, Mann-Whitney). Esses dados
sugerem que, independente de existir alguma degradacdo ou uma produgcdo menor
da molécula, ocorreu também uma maior translocacdo do PPAR-y do citoplasma
para o nucleo nos camundongos BALB/c apos a infecgdo. Isso pode ser confirmado
pelo aumento da razéo nuclear:citoplasmatica nos camundongos BALB/c infectados
(p=0,012, Mann-Whitney). J& nos camundongos CBA, a diminuicdo do PPAR-y total
nos macrofagos foi acompanhada por uma diminuicdo da molécula no citoplasma
(p=0,016, Mann-Whitney), sem aumento paralelo no nudcleo apés infec¢do pelo
Plasmodium berghei (p=0,548, Mann-Whitney), sugerindo que ocorreu uma maior
degradacéo do PPAR-y no citoplasma no modelo CBA. Nos camundongos C57BL/6,
a quantidade total de PPAR-y n&o foi degrada no citoplasma (p=0,690, Mann-
Whitney) nem translocada para o nucleo (p=0,151, Mann-Whitney), porém, antes da
infeccdo a quantidade nuclear da proteina era maior do que nos camundongos
BALB/c (p=0,008, Mann-Whitney), sugerindo que o camundongo C57BL/6, que
apresenta a forma mais agressiva da doenca, tem um padrédo de producao basal
elevado do PPAR-y.
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Figura 28. Expressdo do PPAR-y nos macréfagos peritoneais na maléria experimental. Os macréfagos dos
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 néo infectados e infectados com Plasmodium berghei ANKA foram
coletados no sexto dia apés infecgdo e marcados com anticorpo primario PPAR-y (1:200) e secundario acoplado
com ALEXA fldor 546 que fluoresce em vermelho (1:3000). Os nucleos foram marcados com DAPI em azul
(1:5000). A primeira coluna mostra imagens representativas dos macrofagos peritoneais dos animais nao
infectados e na segunda coluna, dos animais infectados, utilizadas para analise no ImageJ. Zoom de 2,5x.
(Escala: 25 pum). A terceira coluna mostra imagens de macrofagos de animais infectados com zoom de 8x
utilizados para o corte ortogonal (Escala: 5 um). As imagens menores mostram 0s cortes ortogonais. As imagens
foram capturadas no microscépio confocal Leica SP5 e o corte ortogonal foi realizado no programa LAS AF
Leica. Pin hole 1,26 Airy, 1 frame average, 3 lines average.
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Figura 29. Intensidade de Fluorescéncia Média de PPAR-y nos macréfagos peritoneais dos
camundongos infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA. A) PPAR-y nuclear. B)
PPAR-y citoplasmatico. C) PPAR-y total. D) Raz&o nucleo:citoplasma. Os dados estédo representados
em medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos da andlise de 5 grandes
campos de imagens com zoom de 1x, ajustados para 100 células. Métodos estatisticos: Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney. Grupos com n=5. Avaliacdo em duplicata. Os valores de p foram
apresentados na figura.

5.9. Corpusculos lipidicos

A presenca de corpusculos lipidicos nos macrofagos peritoneais foi
avaliada no sexto dia da infeccdo, inicialmente utilizando a sonda fluorescente
BODIPY que marca lipideos neutros. Por essa metodologia, observamos que houve
um aumento do padrédo de fluorescéncia nas trés linhagens apoés a infecgdo com o
Plasmodium berghei. Contudo, esse padrdo foi similar entre as trés linhagens. Ja
nos controles, somente nos macrofagos dos camundongos BALB/c foram
encontrados alguns poucos corpusculos lipidicos no citoplasma da célula (Figura
30).
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Figura 30. Presenca de corpusculos lipidicos nos macr6fagos peritoneais de camundongos
infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA no sexto dia de infec¢cdo. A coloracédo
verde mostra os lipidios neutros marcados com a sonda fluorescente BODIPY, enquanto a coloragdo
em azul mostra os nucleos marcados com DAPI. A primeira coluna mostra a marcacédo observada nos
macrofagos peritoneais dos camundongos ndo infectados (BAL, CBA, C57) e, na segunda, 0s
macréfagos dos animais infectados (iBAL, ICBA e iC57). Todos os trés grupos infectados
apresentaram uma intensidade maior de marcagdo dentro do citoplasma das células. As imagens
foram capturadas no microscépio confocal Leica SP5 e o tratamento das mesmas foi realizado com o
programa ImageJ. Pin hole 1,26 Airy, 1 frame average, 3 lines average, zoom de 5X. Escala: 7,5 pum.
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Para quantificar os corpusculos lipidicos, foi feita a coloracdo com 6leo
vermelho (oil red) que cora os lipidios neutros presentes na membrana e interior dos
corpusculos lipidicos (Figura 31). Em todos os animais ndo infectados, uma pequena
quantidade de corpusculos lipidicos foi observada no citoplasma, contudo essa
quantidade basal n&o foi diferente entre os camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6
(p=0,996, ANOVA), assim como nao foi diferente a quantidade de macr6fagos com
os corpusculos em seu interior (p=0,518, ANOVA).

Por outro lado, a infeccao pelo Plasmodium berghei ANKA aumentou a
producdo de corpusculos lipidicos em todas as trés linhagens, porém, nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre os grupos infectados. Na linhagem de
camundongos BALB/c, a infec¢cdo promoveu um aumento de 10,1 vezes do indice
corpuscular (IC) em relacdo aos animais nao infectados (BAL:10,1 x iBAL: 102,4;
p=0,02, teste t com correcdo de Welch). Esse aumento ocorreu devido a um maior
namero percentual de células apresentando corpusculos (p=0,005, teste t com
correcdo de Welch) e uma maior quantidade de corpusculos em cada macrofago
(p=0,017, teste t com correcao de Welch). O mesmo foi observado para os outros
grupos infectados. O IC do grupo infectado CBA foi 18,2 vezes maior do que 0 grupo
nao infectado (CBA: 5,0 x iCBA: 90,8; p=0,011, teste t com correcdo de Welch). Ja o
IC do grupo infectado C57BL/6 foi 30,3 vezes maior do que seu grupo nao infectado
(C57: 5,4 x iC57: 163,8; p=0,001, teste t com corre¢cdo de Welch). Quando os
animais infectados foram comparados entre si, nenhuma diferenca estatistica foi
observada em relacéo aos IC, a porcentagem de células apresentando corpusculos
e 0 numero médio de corpusculos por macrofago (p=0,941, ANOVA,; p=0,946,
ANOVA,; e p=0,269, Kruskal-Wallis, respectivamente; Figura 32).
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Figura 31. Imagens representativas da coloracdo de corpusculos lipidicos com dleo vermelho (Oil
red). Os macréfagos coletados no sexto dia da infeccao foram fixados em formalina, corados com oil
red e contracorados com hematoxilina de Mayer. A figura acima mostra o aspecto da colora¢do nos
animais ndo infectados (A) e infectados (B). As imagens foram capturadas em um microscépio
Axiophot Leica TCS SP5. Aumento: 620X.
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Figura 32. indice corpuscular dos animais infectados ou n&o pelo Plasmodium berghei ANKA.
Os macroéfagos foram corados por Oil red para evidenciar os corpusculos lipidicos. A quantificacdo do
nuamero de macréfagos apresentando corpuUsculos lipidicos e a média dos corpUsculos por macréfago
foi realizada por microscopia Optica de luz em objetiva de imerséo por trés individuos diferentes. O IC
representa o produto da multiplicacdo da média de corplsculos por célula pela porcentagem de
macréfagos apresentando corpusculos lipidicos. (A) indice Corpuscular. A infecgdo aumentou o IC em
todos os grupos. (B) Numero de corpusculos lipidicos por macréfago. (C) Porcentagem de
macréfagos com corpusculos lipidicos. Nenhuma diferenca foi observada entre os animais néo
infectados ou entre os infectados. Os dados estdo representados em média e SEM. Os valores de p
foram apresentados na figura e os testes estatisticos utilizados foram o teste t com corre¢do por
Welch. Grupos com n= 9.
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5.10. Expressédo de COX-2 e 5-LOX

As enzimas ciclooxigenase 2 e 5-lipoxigenase sao responsaveis junto com
outras pela formagcdo de prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente; sendo
produzidas e estocadas principalmente nos corpusculos lipidicos. Para avaliar a
producdo dessas enzimas na malaria, o COX-2 e o 5-LOX foram marcados nos
macrofagos peritoneais e nas microglias, no cérebro e no cerebelo coletados de
animais nao infectados (BAL, CBA e C57) ou infectados com o Plasmodium berghei
ANKA (iBAL, iCBA e iC57) apo0s seis dias de infec¢do, por imunohistoquimica, e foi
guantificada a porcentagem de células positivas no tecido cerebral e cerebelar e nos
vasos. A avaliagcdo da COX-2 e a 5-LOX nos macrofagos peritoneais e na microglia
foi realizada por citometria de fluxo.

Para melhor descrever os resultados da imunohistoquimica, os dados da
COX-2 e 5-LOX no cérebro e no cerebelo foram descritos separadamente. Os
resultados encontrados no tecido cerebral e a expresséo destas enzimas nos vasos

também foram individualizados.

5.10.1. Quantificagdo de COX-2 e 5-LOX nas células do tecido
cerebral e cerebelar por imunohistoquimica

Antes da infeccdo, a producdo basal de COX-2 e 5-LOX foi semelhante
em todas as linhagens, porém apds a infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA,
somente o0s camundongos que desenvolvem a forma cerebral da malaria
apresentaram aumento na porcentagem de neurdnios e células gliais positivas
(Figura 33A). Houve um aumento da quantidade de células positivas para COX-2 de
3,8% nos camundongos nao infectados para 14,8% nos camundongos infectados da
linhagem CBA (p=0,028, Mann-Whitney) e de 3,2% para 14,3% nos camundongos
C57BL/6 infectados (p=0,018, Mann-Whitney). JA& em relacdo a enzima 5-LOX,
houve aumento da quantidade de células positivas de 2,9% para 7,4% nos
camundongos CBA infectados (p=0,029, Mann-Whitney) e de 2,5% para 11,1% nos
camundongos C57BL/6 infectados (p=0,018, Mann-Whitney; Figura 33C). Contudo,
no cerebelo nenhuma diferenca foi observada na quantidade de COX-2 e 5-LOX
entre as trés linhagens infectadas pelo Plasmodium berghei ANKA ou néo infectadas
(Figura 33B e D).
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Figura 33. Quantificagdo de células cerebrais e cerebelares com marcacgéo positiva para COX-2
e 5-LOX por imunohistoquimica. No sexto dia de infeccdo, cortes coronais de 5 um de espessura
abrangendo regides do cértex, hipocampo, tdlamo e cerebelo de animais ndo infectados (BAL, CBA e
C57) ou infectados com o Plasmodium berghei ANKA (iBAL, iCBA e iC57) foram imunomarcados com
anti-COX-2 e anti-5-LOX. Foram analisadas 500 células nas regifes de cortex, hipocampo e talamo e
250 células no cerebelo com o auxilio do programa ImageScope (Aperio Technologies Inc, Vista, CA,
USA). Porcentagem de células cerebrais (A) e cerebelares (B) imunomarcadas com COX-2;
Porcentagem de células cerebrais (C) e cerebelares (D) imunomarcadas 5-LOX. Nos camundongos
suscetiveis a maléaria cerebral houve aumento da quantidade de células cerebrais positivas para
COX-2 e 5-LOX, mas 0 mesmo nao ocorreu no cerebelo (Mann-Whitney).

5.10.2. Avaliagdo da expressédo de COX-2 e 5-LOX nos macréfagos
peritoneais e na microglia

A avaliacao por citometria de fluxo mostrou que somente a intensidade de
fluorescéncia da 5-LOX nos macréfagos peritoneais variou nos animais nao
infectados ou infectados (Tabela 06). Antes da infec¢do, os camundongos C57BL/6
apresentaram uma intensidade de fluorescéncia de 5-LOX nos macrofagos (2542)
maior do que a dos macrofagos dos camundongos BALB/c (505) e CBA (1619)
(p=0,038, Kruskal-Wallis). Nos animais C57BL/6 infectados pelo Plasmodium
berghei houve diminui¢do significante da intensidade de fluorescéncia para a 5-LOX
(1060) nos macréfagos em relacdo ao seu grupo néao infectado (p=0,029, Mann-
Whitney), sendo que esse valor foi menor do que aqueles apresentados pelos
camundongos CBA (1773) e BALB/c (2371) infectados pelo plasmddio (p=0,031,
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Kruskal-Wallis). Além disso, a intensidade de fluorescéncia dos macrofagos
peritoneais foi maior do que da microglia.

Tabela 06. Quantificagdo da COX-2 e 5-LOX nos macrofagos peritoneais e microglias por
citometria de fluxo. Andlise realizada por citometria de fluxo indicando a intensidade fluorescéncia
média (IFM) das enzimas em macrdfagos peritoneais e microglias cerebrais e cerebelares de
camundongos das linhagens BALB/c, CBA e C57BL/6 nao infectados ou infectados pelo Plasmodium
berghei ANKA no sexto dia da infeccéo.

Ciclooxigenase-2

Macréfagos peritoneais positivos (IFM) Micréglia positiva (IFM)
Mediana Mediana
Grupo (quartis) (quartis)
BALB/c (n=5) CBA (n=5) C57BL/6 (n=5) BALB/c (n=5) CBA (n=5) C57BL/6 (n=5)
N30 infectado 1461 767 1644 23,1 34,8 24,9
(881 — 2445) (652 —1217) (723 — 3994) (15,7 -36,4) (27,4 - 36,9) (18,7 - 36,8)
Infectado 2308 621 1389 23,4 28,8 24,6
(978 — 2361) (449 — 1794) (908 — 2406) (9.6 — 28,3) (21,9 - 41,4) (17,6 — 29,4)
**Teste (p) 0,786 0,556 0,548 0,556 0,463 1,000
BAL x CBA x C57*** p=0,221 p=0,336
iBALX ICBA X iC57*** p=0,155 p=0,349

5-Lipoxigenase

Macréfagos peritoneais positivos (IFM)

Microglia positiva (IFM)

Mediana Mediana
Grupo (quartis) (quartis)
BALB/c (n=5) CBA (n=5) C57BL/6 (n=5) BALBI/c (n=5) CBA (n=5) C57BL/6 (n=5)
N30 infectado 505 1619 2542 6,0 9,9 12,2
(327 - 2369) (1162 — 1961) (2469 — 2836) (5,2-12,8) (7.4-11,7) (7.1-13,8)
Intectado 2371 1773 1060 6,9 9,6 11,5
(1852 — 2642) (1422 — 2004) (595 — 1589) (4,8 - 23,6) (7,1 -10,9) (10,3 - 19,6)
**Teste (p) 0,250 0,556 0,029* 0,857 0,730 1,000
BAL x CBA x C57*** p=0,038* p=0,427
iBAL x iCBA x iC57*** p=0,031* p=0,364

*p significativo  ** Mann-Whitney  *** Kruskal-Wallis.

5.10.3. Avaliacdo da expressdo de COX-2 e 5-LOX nos vasos
cerebrais e cerebelares

Nos vasos cerebrais uma pequena quantidade de COX-2 e 5-LOX foi
expressa de maneira semelhante nas ceélulas endoteliais dos animais nao
infectados. No sexto dia da infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA, houve
aumento do numero de vasos cerebrais apresentando COX-2 nos animais CBA e
C57BL/6. A frequéncia de vasos com os padrdes 2 e 3, que estdo associados a

vasos congestionados ou a células aderidas ao endotélio, foram mais frequentes nos
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animais suscetiveis a forma cerebral. Houve aumento do padrdo 3, que representa
vasos com forte marcacdo do endotélio e das células no seu interior, nos animais
CBA infectados (1,7% para 21,7%; p=0,028, Mann-Whitney), enquanto que
predominou o padrdo 2 que representa vasos com uma marcacdo parcial nos
animais da linhagem C57BL/6 infectados (6,7% para 18,3%,; p=0,047, Mann-
Whitney; Figura 34 e tabela 07).

No cerebelo, nos animais ndo infectados, alguns vasos apresentaram o
padrdo 1, no qual somente as células endoteliais estavam marcadas para COX-2,
sendo que os camundongos resistentes BALB/c expressaram uma quantidade
menor do que o0s animais das linhagens suscetiveis (Kruskal-Wallis, p=0,023,
seguido pelo método de Dunn: BAL<C57<

CBA). O mesmo padrdo ocorreu nos animais infectados, contudo o
modelo C57BL/6 apresentou a maior quantidade de vasos com a marcagao no
endotélio (Kruskal-Wallis, p=0,033, seguido pelo método de Dunn: iBAL<ICBA
<iC57. Tabela 07). Ja o padrao de producdo de COX-2 foi semelhante entre os
animais suscetiveis a forma cerebral, porém quando infectados, somente os
camundongos da linhagem CBA apresentam vasos com o padrédo 3 (p=0,040,
Kruskal-Wallis).

Apesar da 5-LOX ser produzida em peguenas quantidades nos vasos
cerebrais, nos camundongos C57BL/6 infectados, essa producéo foi mais intensa,
sendo o padrdo 3 o preponderantemente observado nesses animais (0 para 19,0%;
p=0,005, Mann-Whitney). O mesmo ocorreu no cerebelo, porém, o padrdo 1 em que
as células endoteliais estédo positivas para 5-LOX foi o que predominou na linhagem
C57BL/6 dos animais infectados (C57: 26,7% versus iC57: 48,1%; p=0,04, Mann-
Whitney; Figura 34 e tabela 08).

92



Figura 34. Imagens representativas da expressdo de COX-2 e 5-LOX nos vasos cerebrais na
maléria experimental. Imunohistoquimica realizada em cortes coronais de 5 pm do cérebro e
cerebelo de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 nao infectados e infectados com o Plasmodium
berghei ANKA no sexto dia da infecgdo. Foram analisados vasos no cértex, no hipocampo, no talamo
e no cerebelo. Células positivas apresentam marcagdo em marrom. As imagens foram capturadas
com o scanner Aperio ScanScope®. Escala: 50 pm. Aumento de 400x. Em A (COX-2) e D (5-LOX):
BALB/c infectados: predominio de vasos com padrdo 0 e 1. Auséncia de congestdo, sequestro ou
vasodilatacdo. Seta amarela indica vasos com o padrdo 0. Em B (COX) e E (LOX): CBA infectados:
Setas amarelas representam o padrdo 3 onde o0s vasos estavam congestionados com eritrécitos
aderidos. Note a micro-hemorragia na regido perivascular (seta vermelha). Em C (COX) e F (LOX):
C57BL/6 infectados: setas amarelas mostrando vasos com padrdo 2. Note a marcacdo nos
microcapilares. Em F, a seta vermelha mostra vaso com o padréo 3.
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Tabela 07. Quantificacdo da COX-2 nos vasos cerebrais e cerebelares. Imunomarcacao realizada
em cortes coronais de 5 um de cérebros e cerebelos de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 néo
infectados ou infectados com o Plasmodium berghei ANKA, no sexto dia de infeccdo. Foram
analisados 30 vasos nas regifes de cortex, hipocampo e talamo e 15 no cerebelo com o auxilio do
programa ImageScope (Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA). Os resultados foram apresentados
em porcentagem (%).

Ciclooxigenase-2 - Cérebro

Padrao
Grupos 0 1 2 3
Mediana (quartis) | Mediana (quartis) | Mediana (quartis) | Mediana (quartis)
- _ 70,0 13,3 0,0 0,0
Né&o infectados (n=5) (68,3 - 81,7) (10,0 — 21,7) 0,0-11,7) (0,0-5,0)
BALB/c _ 60,0 23,3 11,2 3,3
Infectados (n=4) (42,3 - 68,3) (15,0-31,7) (5,0 — 15,6) (0,0-14,2)
**Teste (p) 0,062 0,211 0,211 0,589
- _ 63,3 28,3 6,7 1,7
N&o infectados (n=4) (42,5 -81,7) (12,5 - 41,7) (3.3 - 15,0) (0,0-3,4)
CBA _ 30,0 40,0 15,0 21,7
Infectados (n=4) (17,5 -32,5) (24,2 - 48,3) (10,8 - 21,7) (9,2 - 29,2)
**Teste (p) *0,029 0,378 0,186 *0,028
- _ 60,0 13,3 6,7 0,0
N&o infectados (n=5) (31,7 - 85,0) (13,3 - 40,0) 1,7-11,7) (0,0-0,0)
C57BL/6 _ 19,1 40,8 18,3 8,3
Infectados (n=8) (4,6 — 55,0) (27,5 - 53,6) (11,7 - 26,7) (0,0-15,8)
“Teste (p) 0,091 0,090 *0,047 0,095
BAL x CBA x C57 0,048* 0,523 0,539 0,499
*kk (p)
iBAL x iCBA x iC57 0,119 0,128 0,271 0,178
Ciclooxigenase-2 - Cerebelo
Padrao
Grupos 0 1 2 3
Mediana (quartis) | Mediana (quartis) | Mediana (quartis) | Mediana (quartis)
- _ 80,0 13,3 0,0 0,0
N&o infectados (n=5) (66,7 — 96,7) (10,0 — 21,7) (0,0 -13,3) (0,0-0,0)
BALB/c _ 47,1 20,0 15,4 0,0
Infectados (n=5) (46,4 - 86,7) (8.8 - 28,7) (3.3-22,2) 0,0-6,8)
“*Teste (p) 0,172 0,461 0,280 0,723
- _ 40,0 40,0 20,0 0,0
N&o infectados (n=3) (26,7 - 53,3) (40,0 - 41,0) (6,7 —33,3) (0,0-0,0)
CBA _ 26,7 33,3 13,3 33,3
Infectados (n=3) (6,7-33,3) (33,3-46,7) (6,7-26,7) (6,7-33,3)
**Teste (p) 0,268 0,658 0,825 0,076
- _ 70,0 26,7 0,0 0,0
Né&o infectados (n=5) (28,3 -80,0) (10,0 - 30,0) (0,0-6,7) (0,0-0,0)
C57BL/6 _ 40,0 50,0 20,0 0,0
Infectados (n=5) (16,7 - 60,0) (30,0 - 63.3) (6.7 — 20,0) 0,0-3,3)
“Teste (p) 0,173 0,074 0,057 1,000
BAL x CBA x C57 0,053 0,023* 0,075 >0,05
*kk (p)
iBAL x iCBA x iC57 0,061 0,033* 0,931 0,040*

*p significativo

** Mann-Whitney

**x Kruskal-Wallis.
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Tabela 08. Quantificacdo da 5-LOX nos vasos cerebrais e cerebelares. Imunomarcacgéo realizada
em cortes coronais de 5 um de cérebros e cerebelos de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 néo
infectados ou infectados com o Plasmodium berghei ANKA no sexto dia de infeccdo. Foram analisados
30 vasos nas regifes de cortex, hipocampo e tadlamo e 15 no cerebelo com o auxilio do programa
ImageScope (Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA). Os resultados foram apresentados em
porcentagem (%).

5-Lipoxigenase - Cérebro

Padréo
Grupos 0 1 2 3
Mediana (quartis) Mediana (quartis) | Mediana (quartis) | Mediana (quartis)
. ~ 69,1 18,3 9,90 18
N&o infectados (n=4) (48,9 - 90,6) (4,9 - 32,5) (2,2 - 15,3) 0,0-4,1)
BALB/c _ 43,34 38,3 15,0 0,00
Infectados (n=4) (31,7 - 70,0) (21,7 - 42,5) (8,3 - 26,7) (0,0-2,5)
**Teste (p) 0,200 0,114 0,486 0,408
. ~ 61,65 22,0 11,6 3,3
N&o infectados (n=4) (39,8 80,8) (14.1-29,3) (5.0 -23,8) 0,0-85)
CBA _ 41,67 36,7 20,0 6,7
Infectados (n=4) (30,0 - 43,3) (23,3 - 40,0) (15,0 - 25,0) 0.8-17.5)
“Teste (p) 0,200 0,114 0,343 0,459
. _ 66,7 33,3 3,3 0,0
N&o infectados (n=5) (57,5 - 78,3) (15,0 - 39,2) 0,0-83) (0.0)
C57BL/6 _ 43,3 22,2 11,1 19,0
Infectados (n=6) (27,3 - 63,3) (16,7 - 27,3) (6,7 - 19,0 (0,0-30,0)
**Teste (p) 0,073 0,268 0,073 0,005
BAL x CBA x C57 0,819 0,418 0,179 0,376
*kk (p)
iBAL x iCBA x iC57 0,807 0,111 0,348 0,075
5-Lipoxigenase - Cerebelo
Padréo
Grupos 0 1 2 3
Mediana (quartis) Mediana (quartis) | Mediana (quartis) | Mediana (quartis)
14,4
. _ 64,4 ' 0,0 0,0
Nao infectados (n=4) (13,9 - 88,3) (1,7 - 25,6) (0,0-167) (0.0)
BALB/c ~ 46,7 26,7 20,0 0,0
Infectados (n=5) (33,3 - 83,3) (6,7 —33,3) (3,3-26,7) (0,0-16,7)
**Test (p) 0,905 0,387 0,306 0,560
. _ 46,1 40,0 0,0 0,0
N&o infectados (n=3) (40,0 - 60,0) (30,8 — 40,0) (0,0-23,1) (0,0 —20,0)
CBA _ 26,7 30,0 26,7 6,7
Infectados (n=3) (13,3 - 50,0) (20,0 - 46,7) (20,0 - 33,3) (0,0-267)
*Test (p) 0,400 0,658 0,184 0,643
- _ 60,0 26,7 0,0 0,0
N&o infectados (n=5) (56,7 — 86,7) (13,3 - 36,7) (0,0-133) (0.0)
C57BL6 _ 34,8 48,1 15,5 0,0
Infectados (n=4) (26,7 - 48,2) (35,7 - 58,3) (13,6 - 19,2) (0.0)
*Test (p) 0,019* 0,049+ 0,133 0,456
BAL x CBA x C57 0,326 0,072 0,931 0,223
*kk (p)
iBAL x iCBA x iC57 0,272 0,067 0,183 0,208

*p significativo

** Mann-Whitney

*** Kruskal-Wallis.
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5.11. Analise histopatoldgica e micro-estrutural

A andlise por microscopia eletrbnica de varredura foi realizada nos
cérebros e a andlise histopatologica foi realizada em seccdes cerebrais e
cerebelares de 5 ym dos animais nédo infectados (BAL, CBA e C57) ou infectados
com o Plasmodium berghei ANKA (iBAL, iCBA e iC57) no sexto dia da infec¢do. O
perimetro total da seccdo avaliada variou entre 26,3 a 34,1 mm, compreendendo
uma area total analisada de 25,4 a 45,9 mm?. Uma quantidade entre 29 a 35 vasos
foi analisada por animal, totalizando entre 146 a 177 vasos avaliados por grupo de
estudo. Os vasos foram estudados nas regides corticais, talamicas, hipocampais e
cerebelares e possuiam um perimetro em torno de 30 a 80 um. Tanto vénulas pos-
capilares como arteriolas foram avaliadas no trabalho e os principais achados como
a congestao, obstrucdo por leucdcitos, aderéncia de leucdcitos e eritrocitos foram
observados nas vénulas pds-capilares. O tratamento estatistico ndo revelou
diferenca na quantidade de vasos avaliada entre os grupos de animais e os dados
morfométricos foram semelhantes entre os grupos (Tabela 09).

O estudo histopatolégico mostrou que no sexto dia de infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA, alguns animais infectados de cada linhagem
apresentaram pequena quantidade de focos micro-hemorragicos que ocorreram
principalmente no cerebelo. O infiltrado inflamat6rio foi observado somente no
talamo de alguns animais do grupo iBAL e no cerebelo de alguns animais do grupo
iIC57. Nenhuma regido com necrose neuronal ou parenquimatosa foi observada nos
animais (tabela 10 e A-57 e A-58 no apéndice).

Os dois modelos que desenvolvem a forma cerebral da malaria quando
infectados pelo Plasmodium berghei ANKA apresentaram diferencas em alguns
parametros histopatolégicos (Figura 35). Apoés a infec¢do, os camundongos C57BL/6
apresentaram, em uma area de 1mm?, uma média de 20,2% de leucdcitos aderidos
em microvasos (p=0,01, Mann-Whitney, Figura 35I), 6,1% de vasos obstruidos por
leucécitos (p=0,026, Mann-Whitney, Figura 35F), 20,1% de congestdo vascular
(p=0,032, Mann-Whitney, Figura 35L) e nenhuma alteracdo na quantidade de
eritrocitos aderidos quando comparados com o0s animais ndo infectados (p=0,518,
Mann-Whitney, tabela 11). O cértex e o hipocampo desses animais apresentaram
uma quantidade significativa de vasos com aderéncia de leucécitos (Mann-Whitney,

p=0,015 e p=0,045, respectivamente, tabela 12) e a obstru¢cdo vascular por
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leucocitos e a congestdo foram observadas principalmente no cortex
(respectivamente, p=0,026 e p=0,019, Mann-Whitney; tabela 13).

Os camundongos CBA apresentaram, em uma area de 1 mm? uma
média de 15,2% de microvasos congestionados (p=0,0004, Mann-Whitney; Figura
35 K), principalmente pela presenga de grande quantidade de eritrocitos aderidos
(21,7%; p=0,012, Mann-Whitney; Figura 35E) e também pela aderéncia de
leucécitos (9,4%; p=0,011, Mann-Whitney; Figura 35H e tabela 11). A aderéncia de
eritrocitos foi observada principalmente no coértex e hipocampo (p=0,029 e p=0,009,
Mann-Whitney, respectivamente), jA a congestdo vascular foi mais frequente no
hipocampo (p=0,045, Mann-Whitney) (Tabelas 14 e 15).

Contudo, apesar da aderéncia leucocitaria ocorrer nos dois modelos
suscetiveis, nos animais C57BL/6, a quantidade aderida foi 2,15 vezes maior (média:
20,2%) do que nos animais CBA (9,4%), em uma area de 1mm?. Além disso, os dois
modelos diferem primeiro pela presenca de eritrocitos aderidos nos vasos, que nao
foi significativo nos camundongos C57BL/6, mas que esteve presente em maior
quantidade (média: 21,7%) nos camundongos CBA; e depois pela obstrucao
vascular por leucécitos, que esteve presente nos camundongos C57BL/6, mas que
foi praticamente inexistente nos camundongos CBA. Esses mesmos achados foram
observados pelas analises no microscépio eletronico de varredura (MEV) (Figura 36
EeF).

No modelo de camundongos resistente, os dois achados mais importantes
apos a infeccao, tanto no MEV (Figura 36 D) quanto na histopatologia, foram a
aderéncia de eritrocitos e leucécitos. Os camundongos BALB/c apresentaram em
média 10,1% de vasos com aderéncia de eritrécitos por 1 mm? (p=0,011, Mann-
Whitney; Figura 35D; Tabela 11), principalmente na regido cortical e talamica
(p=0,026, Mann-Whitney; Tabela 15). Essa ocorréncia foi maior do que a observada
nos camundongos C57BL/6 (6,4%) e menor do que a observada nos camundongos
CBA (21,7%) (p=0,007, Kruskal-Wallis). Ja a aderéncia de leucécitos foi visualizada
em 6,7% dos vasos/mm? (p=0,01, Mann-Whitney; Figura 35G), principalmente no
talamo (p=0,026, Mann-Whitney; Tabela 12). Porém, essa quantidade foi 1,4 e 3,0
vezes menor do que o observado nos camundongos CBA e C57BL/6,

respectivamente (p=0,025, Kruskal-Wallis).
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Tabela 09. Analise morfométrica das seccfes histolégicas e dos vasos cerebrais e cerebelares na maléria experimental. A andlise foi realizada vaso a vaso
em grupos de animais BALB/c, CBA e C57BL/6 n&o infectados e infectados com o Plasmodium berghei ANKA no sexto dia de infec¢éo.

— [}
= & . \%
g 3 s Seccéo aso
= n o En
52T v 33T 5 2 A 2
Grupos BTeS | oc@s E Perimetro (mm) Area (mm®) Perimetro (um) Area (um°)
(n=5) o > = I>az
s o © =023
S° S T
3 T Mediana Média = DP Mediana Média + DP Mediana Média + DP Mediana Média + DP
(04
Néao 172 34 314 30,1 (3,1) 45,9 40,9 (7,8) 59,7 60,5 (0,9) 184,5 199,2 (6,0)
infectados
BALB/c
Infectados 152 30 29,9 26,8 (3.6) 38,8 33,7 (7.1) 50,5 52,1 (1,1) 108,0 119,6 (4,5)
Nédo 177 35 34,1 29,1 (3,9) 33,6 35,6 (7,1) 60,2 59,5 (0,9) 179,0 189,2 (5,5)
infectados
CBA
Infectados 146 29 26,4 24,3 (2,1) 254 28,9 (5,3) 58,5 56,6 (1,1) 141,5 157,8 (6,0)
Néo 162 32 32,7 30,9 (4,3) 37,6 36,4 (8,2) 53,9 55,2 (1,0) 158,0 168,5 (5,7)
infectados
C57BL/6
Infectados 153 31 26,3 26,6 (0,9) 28,1 30,1 (3,1) 56,9 57,7 (1,0) 148,0 162,2 (5,5)
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Figura 35. Andlise histopatologica dos cérebros. No sexto dia de infec¢éo, os cérebros foram coletados, ap6s perfuséo, de animais ndo infectados (BAL, CBA e
C57) e infectados com o Plasmodium berghei ANKA (iBAL, iCBA e iC57), fixados em paraformaldeido e emblocados em parafina. Cortes de 5 um foram corados
com hematoxilina-eosina e analisados em microscépio 6ptico de luz (Aumento 400x). Imagens A, B, C representam vasos vazios: (A) BALB/c nao infectado; (B)
CBA néo infectado e (C) C57BL/6 nao infectado. A aderéncia de eritrdcitos foi observada em menor quantidade nos camundongos do grupo iBAL (D) e em maior
guantidade nos camundongos do grupo iCBA. A seta mostra um vaso com eritrocitos aderidos. (E). A obstrucdo do vaso por leucdcitos foi visualizada em maior
guantidade no grupo iC57 (F). A aderéncia de leucécitos foi observada nos trés grupos infectados: iBAL (G), iCBA (H) e iC57 (), A seta em G mostra um leucécito
com hemozoina no seu interior e, em H, a aderéncia de um leucécito. Os camundongos BALB/c apresentaram alguns vasos com eritrdcitos, mas sem muita
congestéo (J) e os camundongos iCBA (K) e iC57 (L) apresentaram varios vasos congestionados.
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Tabela 10. Achados histopatolégicos nos cérebros e cerebelos na malaria experimental. A presenca de micro-hemorragia, obstru¢do por leucécitos e
infiltrado inflamatério foi avaliada, vaso a vaso, em sec¢des de 5 um do cérebro e cerebelo de grupos de camundongos néo infectado (BAL, CBA e C57) e
infectados com o Plasmodium berghei ANKA (iBAL, iCBA e iC57), no sexto dia de infeccdo. Os parametros micro-hemorragia e infiltrado inflamatério foram
avaliados na regido perivascular.

Micro-hemorragia (%) Obstrucéo por Leucdcitos (%) Infiltrado Inflamatério (%)
Grupos (n=5)
Mediana (quartis) Média + DP Mediana (quartis) Média + DP Mediana (quartis) Média + DP
N4&o infectados 0,0 (0,0-0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0
BALB/c Infectados 0,0 (0,0-5,9) 24+14 0,0 (0,0-1,9) 0,8+0,7 0,0 (0,0-0,7) 0,3+0,3
**Teste (p) 0,441 1,000 1,000
Né&o infectados 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+£0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+£0,0
CBA Infectados 0,0 (0,0 -5,3) 21+14 0,0 (0,0-1,8) 0,7+0,7 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0
*Teste (p) 0,441 1,000 1,000
N&o infectados 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0
C57BL/6 Infectados 0,0 (0,0-1,4) 0,6+0,3 6,3 (0,0—9,9) 6,1 £2,2 0,0 (0,0-0,7) 0,3+0,2
**Teste (p) 0,441 *0,026 1,000
BAL x CBA x C57 L L o
*k%k (p)
iBAL x iCBA x iC57 0,858 *0,043 0,985

Estudo histopatolégico por microscopia dptica em cortes corados com hematoxilina-eosina. *p significativo  ** Mann-Whitney  *** Kruskal-Wallis
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Tabela 11. Achados histopatoldgicos nos cérebros e cerebelo. A presencga de congestao vascular, aderéncia de eritrocitos e de leucdcitos foi avaliada, vaso a
vaso, em sec¢des de 5um do cérebro e cerebelo de grupos de camundongos néo infectado (BAL, CBA e C57) e infectados com o Plasmodium berghei ANKA
(iBAL, iCBA e iC57), no sexto dia de infeccéo.

Congestao Vascular (%)

Aderéncia de Eritrocitos (%)

Aderéncia de Leucocitos (%)

Grupos (n=5)
Mediana (quartis) Média + DP Mediana (quartis) Média + DP Mediana (quartis) Média + DP

N3o infectados 5,0 (0,0 - 8,1) 42+19 0,0 (0,0 —2,1) 0,8+0,5 0,0 (0,0 - 00) 0,0+0,0
BALB/c Infectados 8,3(2,2-13,7) 8,1+3,0 11,1 (5,3 -14,3) 10,1+2,1 6,2 (3,6 —10,0) 6,7+1,5

“Teste (p) 0,524 *0,011 *0,010

Né&o infectados 39(1,2-43) 3,0+0,8 3,9 (3,1-5,6) 4,3+0,6 0,0 (0,0 -1,3) 0,5+0,3
CBA Infectados 14,8 (11,9 — 19,0) 152+1,8 21,2 (18,6 — 25,1) 21,7+15 3,9 (3,6 -17,8) 9,4+36

**Teste (p) *0,0004 *0,012 *0,011

N3o infectados 3,8 (0,6 — 4,6) 29+1,0 1,9 (0,0-4,7) 23+1,2 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0
C57BL/6 Infectados 22,4 (8,5-29,4) 20,1+5,6 5,7(0,0-13,1) 6,4+29 19,2 (18,4 — 22,3) 20,2+0,9

**Teste (p) *0,032 0,518 *0,010

BAL x CBA x C57 0,757 0,050 0,543
“**(p)

iBAL x iCBA x iC57 0,134 *0,007 *0,025

Estudo histopatolégico por microscopia 6ptica em cortes corados com hematoxilina-eosina. *p significativo

** Mann-Whitney

*** Kruskal-Wallis
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Tabela 12. Quantidade de regifes cerebrais e cerebelares com aderéncia de leucocitos na malaria experimental. Apos seis dias de infecgdo, a presenca de
leucécitos aderidos em vasos foi avaliada em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléaria cerebral, infectados ou ndo com P.

berghei ANKA.

Aderéncia de Leucocitos (%)

Grupos (n=5) Cértex Talamo Hipocampo Cerebelo
Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP

N3o infectados 0,0 (0,0 —0,0) 0,0 +0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 0,0
BALBlc Infectados 8,4 (0,0-10,2) 6,2+3,1 7,9 (7,9 - 15,0) 10,3+24 0,0 (0,0 -14,2) 57+3,6 6,2 (0,0 - 8,2) 45+19

**Teste (p) 0,172 *0,026 0,441 0,158

N3o infectados 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0 0,0 (0,0 - 3,5) 14+14
e Infectados 4,2 (0,0 -31,6) 119+94 0,0 (0,0 -12,7) 51+31 14,0 (0,0 — 24,6) 12,7+5,6 3,5(0,0-9,5) 45+27

**Teste (p) 0,308 0,441 0,373 0,346

N3o infectados 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0
coreLe Infectados 25,3 (15,8 — 36,6) 25,9+54 13,1 (1,3 - 25,6) 13,4+6,4 19,2 (4,3 — 34,8) 19,5+7,0 18,0 (1,1 - 36,0) 18,4+9,4

**Teste (p)

*0,015

0,081

*0,044

0,081

Estudo histopatoldgico por microscopia Optica em cortes corados com hematoxilina-eosina. *p significativo

** Mann-Whitney
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Tabela 13. Quantidade de regiGes cerebrais e cerebelares com obstrucdo por leucdcitos na malaria experimental. Apés seis dias de infec¢céo, a presenca de
vasos obstruidos por leucécitos foi avaliada em camundongos néo susceptiveis (BALB/c) e susceptiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou néo
com P. berghei ANKA.

Obstrucéo por Leucdcitos (%)

Grupos (n=5) Cértex Talamo Hipocampo Cerebelo
Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP
Nao infectados 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0
BALBIc Infectados 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 -5,9) 2,4+24 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0
**Teste (p) - - -
Nao infectados 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0
e Infectados 0,0 (0,0-3,1) 1,0+1,0 0,0 (0,0 - 7,0) 28+28 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 — 14,5) 581+5,8
**Teste (p) — — —
N&o infectados 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0
coTBLp Infectados 6.8 (5,5 — 14,3) 8,9+27 6,9 (0,0 — 15,7) 75+44 0,0 (0,0 - 8,6) 35+35 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0
**Teste (p) *0,026 0,308 1,000

Estudo histopatolégico por microscopia optica em cortes corados com hematoxilina-eosina. *p significativo

** Mann-Whitney
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Tabela 14. Quantidade de regides cerebrais e cerebelares com congestdo vascular na malaria experimental. Apds seis dias de infecgdo, a presenca de
vasos congestionados foi avaliada em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou ndo com P.
berghei ANKA.

Congestao Vascular (%)

Grupos (n=5) Cortex Talamo Hipocampo Cerebelo
Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP

N3o infectados 0,0 (0,0 - 11,6) 46+28 5,8 (0,0 —9,4) 49+24 0,0 (0,0 — 6,0) 24+16 0,0 (0,0 — 14,9) 6,0 +4,2
BALBIe Infectados 5,1(0,0-7,7) 43+23 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0 16,7 (0,0 — 21,2) 11,8+5,0 0,0 (0,0 -17,0) 6,8+4,6

“Teste (p) 0,874 — 0,265 0,906

N3o infectados 6,1 (0,0 — 11,0) 5,6 +2,7 6,2 (0,0 - 8,5) 46+20 0,0 (0,0 —3,9) 16+1,6 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0
e Infectados 15,8 (11,6 — 20,0) 158+2,2 11,3 (0,0 — 21,8) 11,0+5,3 22,3 (8,5-30,5) 20,1+5,7 4,4 (0,0-11,5) 55+3,2

**Teste (p) 0,065 0,389 *0,045 0,158

N3o infectados 3,7(0,0-7,1) 36+1,6 6,0 (0,0-7,2) 41+17 0,0 (0,0 —0,0) 0,0 +0,0 0,0 (0,0 - 8,4) 34+23
corBLe Infectados 30,5 (15,5 - 38,9) 28,3+6,3 9,7 (1,3-40,2) 17,1+11,0 0,0 (0,0 —27,1) 10,8+ 6,6 19,8 (4,4 —24,2) 16,1+5,6

**Teste (p) *0,019 0,533 0,440 0,125

Estudo histopatolégico por microscopia optica em cortes corados com hematoxilina-eosina. *p significativo

** Mann-Whitney
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Tabela 15. Quantidade de regides cerebrais e cerebelares com aderéncia de eritrocitos na maléaria experimental. Apos seis dias de infeccdo, a presenca de
vasos com eritrocitos aderidos foi avaliada em camundongos néo susceptiveis (BALB/c) e susceptiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou ndo com
P. berghei ANKA.

Aderéncia de Eritrocitos (%)

Grupos (n=5) Cortex Talamo Hipocampo Cerebelo
Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP

N3o infectados 0,0 (0,0 —1,5) 0,6 +0,6 0,0 (0,0 - 3,0) 12+1.2 0,0 (0,0 —3,9) 16+1,6 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0 +0,0
PALBIC Infectados 16,8 (15,4 — 30,7) 20,9 +4,9 15,0 (7,9 - 15,7) 129+2,5 11,1 (2,9 -21,3) 11,9+4,3 0,0 (0,0-7,1) 28+18

**Teste (p) *0,026 *0,026 0,075 0,441

N3o infectados 41 (3,3-6,4) 46+0,9 0,0 (0,0 -4,1) 14+14 0,0 (0,0 -2,1) 0,8+0,8 3,0 (0,0 -9,0) 42+21
e Infectados 18,5 (8,5-39,1) 22,0+84 |29,0(11,2-63,9) 359+12,6 34,0(25,3-55,0) | 389+7,2 11,4 (1,7 - 25,5) 13,2+5,5

**Teste (p) *0,029 0,073 *0,009 0,204

N3o infectados 0,0 (0,0-3,7) 15+15 0,0 (0,0 - 3,3) 1,3+13 0,0 (0,0 - 6,9) 28+18 0,0 (0,0 - 8,4) 34+27
CoTBLI Infectados 11,4 (2,7-13,3) 9,1+3,1 0,0 (0,0 —4,0) 1,3+1,3 13,0(0,0-19,2) | 10,3+4,4 9,3(0,0-21,2) 10,2+5,9

**Teste (p) 0,081 0,867 0,265 0,502

Estudo histopatolégico por microscopia optica em cortes corados com hematoxilina-eosina. *p significativo

** Mann-Whitney
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Figura 36. Avaliacdo micro-estrutural por microscopia eletrbnica de varredura. Cérebros
coletados de camundongos ndo infectados (BAL, CBA e C57) ou infectados com o Plasmodium
berghei ANKA (iBAL, iCBA e iC57) ap6s perfusdo com solugdo de Karnovsky. O cérebro foi lavado
com tampédo cacodilato de sédio, fixado com tetroxido de ésmio, desidratado em gradientes de
acetona, levado ao ponto critico com CO, e depois metalizado com ouro. As imagens dos vasos do
cortex foram capturadas com o microscopio eletrbnico de varredura a laser JEOL JSM-7001F.
Imagens (A, B e C): Vasos vazios de camundongos nado infectados da linhagem (A) BALB/c
(aumento: 1.500x), (B) CBA (3.000x) e (C) C57BL/6 (3.000x); (D) iBAL: leito de um vaso mostrando
eritrocitos e um leucécito aderidos (2.000x); (E) iCBA: vaso mostrando congestdo vascular e
presenca de um leucécito e eritrécitos aderidos (3.500x); (F) iC57: presenca de dois leucdcitos
aderidos no vaso (3.500x); (G) Eritrécito ndo infectado no cérebro de um camundongo do grupo BAL
(3.500x); (H) Imagem destacando a aderéncia de eritrécito e leuc6cito no vaso de um camundongo
iCBA (9.000 x); (I) Extravasamento de eritrécitos para regido perivascular em um camundongo iC57
(3.500x).
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5.12. Permeabilidade

Para avaliar a integridade da parede vascular cerebral, a técnica do azul
de Evans foi realizada no sexto dia apos a infeccdo em camundongos BALB/c, CBA
e C57BL/6 nao infectados ou infectados com o Plasmodium berghei ANKA. Como
era esperado, nos animais néo infectados nédo houve diferenca na permeabilidade
vascular entre os grupos (p=0,108, Kruskal-Wallis), mas ap6s a infec¢céo, os grupos
de animais suscetiveis a malaria cerebral apresentaram maior permeabilidade no
cérebro quando comparados ao camundongo resistente BALB/c (p=0,005, Kruskal-
Wallis; Figura 37). Os camundongos C57BL/6 apresentaram o0 maior aumento de
permeabilidade em relagéo ao seu grupo controle, saindo de 11,8 para 45,9 pg/mL/g
de peso cerebral (p=0,002, Mann-Whitney). Houve aumento da permeabilidade
vascular nos animais CBA, apos a infeccao, de 12,3 para 38,1 ug/mL/g de peso
cerebral (p=0,032, Mann-Whitney). J4 nos camundongos BALB/c néo foi observada
alteracdo da integridade vascular cerebral apés a infeccdo (p=0,190, Mann-
Whitney).
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Figura 37. Permeabilidade vascular na malaria experimental. Cérebros coletados de
camundongos néo infectados (BAL, CBA e C57) ou infectados com o Plasmodium berghei ANKA
(IBAL, ICBA e iC57) ap6s injecao endovenosa de azul de Evans. Os cérebros foram coletados apoés 1
hora, lavados e deixados por 48 horas em formamida para extracdo do corante. Os dados estdo
representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Métodos
estatisticos: Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Grupos com n=9. Os valores de p foram apresentados
na figura.
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5.13. Sumario dos Resultados Obtidos

Para uma melhor visualizacdo dos resultados, na tabela 16 estdo
sintetizados os varios parametros estudados nos animais nao infectados e apés a
infecgdo pelo Plasmodium berghei ANKA. A tabela 17 mostra o que ocorre com 0S
parametros quando os animais infectados sdo comparados com 0s animais néo

infectados.
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Tabela 16. Comparacdo dos resultados observados entre os grupos né&o
infectados e os grupos infectados com o Plasmodium berghei ANKA no sexto dia

da infeccdo.

Né&o infectados

Infectados

PARAMETROS CLINICOS

Inicio da morte

Tempo mediano de vida
Parasitemia (3° dia)
Parasitemia (5° dia)
Parasitemia (8° dia)

iBAL ~ iCBA > iC57
iBAL > iCBA ~iC57
iC57 ~iCBA > iBAL
iC57 > iCBA ~ iBAL
iC57 > iBAL ~ iCBA

ESPECIES REATIVAS
Oxido Nitrico
Perdxido de hidrogénio

BAL ~ CBA ~ C57
CBA > C57 ~ BAL

iBAL >iC57
iBAL ~ iCBA > iC57

CORPUSCULOS LIPIDICOS
indice Corpuscular
Macréfagos com corpuUsculos
Média de corptisculos/M@**

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57

RelA (p65)
Total
Nuclear
Citoplasmatico
Razdo Nuclear:citoplasmatico

BAL > C57 ~ CBA
BAL ~ CBA ~ C57
BAL > C57 ~ CBA
BAL ~ CBA ~ C57

iBAL > iCBA ~ iC57
iBAL > iCBA. iC57 (i)
iBAL > iCBA. iC57 (i)
iBAL ~ iCBA ~ iC57

RelB (p68)
Total
Nuclear
Citoplasmatico
Raz&o Nuclear:citoplasmatico

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

iBAL ~iCBA > iC57
iBAL ~ iCBA ~ iC57
iBAL > iCBA >iC57
iBAL ~ iCBA ~ iC57

NFKB2 (p52)

Total

Nuclear

Citoplasmatico

Raz&o Nuclear:citoplasmatico

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

iBAL > iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL >iC57 ~iCBA
iBAL ~ iCBA ~iC57

PPAR-y
Total
Nuclear
Citoplasmatico
Raz&o Nuclear:citoplasmatico

BAL ~ CBA ~ C57
C57 > BAL ~ CBA
BAL ~ CBA ~ C57
CBA > C57 > BAL

iBAL ~ iCBA ~ iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57

INFLAMASSOMA
Nalp1l
ASC
Caspasel

BAL > CBA > C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL > CBA ~ C57

iBAL ~ iCBA ~ iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL > iCBA ~iC57

CITOCINAS

Interleucina 1B
Interleucina 4
Interleucina 10
Interleucina 12
Interleucina 17

Fator de necrose tumoral

BAL ~ CBA ~ C57
CBA > C57 > BAL
BAL > CBA > C57
BAL ~ CBA ~ C57
CBA > C57 ~BAL
BAL > CBA > C57

iCBA >iC57. iBAL (i)
iCBA > iBAL. iC57 (i)
iC57 > iBAL ~ iCBA

iBAL ~ iCBA ~ iC57

iBAL ~ iCBA ~ iC57

iC57 > iBAL ~ iCBA

CICLOOXIGENASE 2

Células cerebrais
Células cerebelares
Micréglia
Macréfagos
Vasos cerebrais
Padr&o 0
Padréo 1
Padréo 2
Padréo 3
Vasos cerebelares
Padr&o 0
Padréo 1
Padréo 2
Padréo 3

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

BAL ~ CBA ~ C57
BAL > CBA. C57 (i)
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57

iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57

iBAL ~ iCBA ~ iC57
iC57 > iBAL. iCBA (i)
iBAL ~ iCBA ~ iC57
iCBA >iC57 ~ iBAL

5-LIPOXIGENASE

Células cerebrais
Células cerebelares
Micrdglia
Macréfagos
Vasos cerebrais
Padréo 0
Padrdo 1
Padréo 2
Padréo 3
Vasos cerebelares
Padréo 0
Padrdo 1
Padréo 2
Padrdo 3

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
C57 > CBA ~ BAL

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

iBAL ~ iCBA ~ iC57
iBAL ~ iCBA ~ iC57
iBAL ~ iCBA ~ iC57
iBAL > IC57. iCBA (i)

iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57

iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57
iBAL ~ iCBA ~iC57

PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Permeabilidade vascular
Micro-hemorragia
Congestéo vascular

Obstrugao vascular por leucécitos

Aderéncia de eritrécitos
Aderéncia de leucécitos
Infiltrado inflamatério

BAL ~ CBA ~ C57

BAL ~ CBA ~ C57

BAL ~ CBA ~ C57
BAL ~ CBA ~ C57

iC57 > iCBA > iBAL
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iBAL ~iCBA ~iC57
iCBA > iBAL > iC57
iC57 > iCBA > iBAL
iBAL ~ iCBA ~iC57

~ : valores foram semelhantes; (i): valores intermediarios entre as outras linhagens; — : ndo apresentou o parametro
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Tabela 17. Comparacgao dos resultados obtidos nas 3 linhagens estudadas, no sexto dia da
infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA

BALBI/c CBA C57BL/6
PARAMETROS CLINICOS
Inicio da morte 8° dia 8° dia 6° dia
Tempo mediano de vida 18 dias 12 dias 12 dias
Parasitemia (3° dia) 0,2% 1,1% 2,3%
Parasitemia (5° dia) 4,2% 4,3% 15,8%
Parasitemia (8° dia) 16,4% 15,8% 24,9%
ESPECIES REATIVAS
Oxido Nitrico NA* NA 1
Peroxido de hidrogénio NA NA T
CORPUSCULOS LIPIDICOS
indice Corpuscular 1 1 1
Macréfagos com corpusculos T T T
Média de corplsculos/M@** T T T
RelA (p65)
Total T T T
Nuclear T T T
Citoplasmatico T T T
Razéo Nuclear:citoplasmatico NA NA NA
RelB (p68)
Total T NA NA
Nuclear NA T NA
Citoplasmatico T NA NA
Raz&o Nuclear:citoplasmatico NA 1 NA
NFkB2 (p52)
Total T NA NA
Nuclear T T NA
Citoplasmatico T NA NA
Raz&o Nuclear:citoplasmatico NA i NA
PPAR-y
Total ! 1 NA
Nuclear T NA NA
Citoplasmatico 1 1 NA
Razao Nuclear:citoplasmatico T NA NA
INFLAMASSOMA
Nalpl NA T T
ASC T 1 1
Caspasel T T T
CITOCINAS
Interleucina 1 NA NA 1
Interleucina 4 NA NA NA
Interleucina 10 1 1 1
Interleucina 12 NA NA NA
Interleucina 17 NA NA NA
Fator de necrose tumoral 1 ! T
CICLOOXIGENASE 2
Células cerebrais NA T T
Células cerebelares NA NA NA
Micréglia NA NA NA
Macréfagos NA NA NA
Vasos cerebrais
Padréo 0 NA 1 NA
Padréo 1 NA NA NA
Padréo 2 NA NA T
Padréo 3 NA T NA
Vasos cerebelares
Padrao 0 NA NA NA
Padrédo 1 NA NA NA
Padréo 2 NA NA NA
Padréo 3 NA NA NA
5-LIPOXIGENASE
Células cerebrais NA T T
Células cerebelares NA NA NA
Micréglia NA NA NA
Macréfagos NA NA T
Vasos cerebrais
Padréo 0 NA NA NA
Padrédo 1 NA NA NA
Padréo 2 NA NA NA
Padrdo 3 NA NA 1
Vasos cerebelares
Padréo 0 NA NA 1
Padrao 1 NA NA 1
Padréo 2 NA NA NA
Padréo 3 NA NA NA
PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS***
Permeabilidade vascular NA T 1
Micro-hemorragia R R R
Congestéo vascular - + ++
Obstrugéo vascular por leucécitos R R +
Aderéncia de eritrocitos + ++ —
Aderéncia de leucécitos + + ++

Infiltrado inflamatério

* NA: ndo alterou em relacéo ao néo infectado; ** M@: macroéfago; *** Presenca da alteracdo histopatol6gica no cérebro e cerebelo:
--: Parametro néo ocorreu; Raro (R) 0,5 a 5%; (+) >5 a 20%; (++) >20% a 40%; (+++) >40%.
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DISCUSSAO



A malaria é uma doenca complexa cujo desequilibrio da resposta
imunitaria do hospedeiro estd associado com um quadro clinico grave que pode
levar o individuo ao Obito, a despeito do tratamento e condugdo clinica corretos.
Uma das formas mais grave da malaria € a cerebral, e o conhecimento de sua
imunopatogénese advém principalmente de estudos realizados em modelos
experimentais infectados com espécies ou cepas diferentes de plasmaodios. Muito se
discute sobre a contribuicdo dos modelos animais na compreensdo da malaria
humana, visto que nem todos os aspectos sdo compartilhados entre os dois; porém,
varios estudos experimentais ja mostraram mecanismos imunopatogénicos nos
modelos experimentais que também foram encontrados na malaria humana.
Provavelmente, essa discussdo reside no fato de que, assim como na maléria
humana, a forma clinica da malaria no animal dependera ndo somente do tipo de
plasmaodio infectante, mas também de caracteristicas do proprio individuo, como a
idade e determinantes genéticos da resposta imunitaria que influenciardo a evolugao
do quadro clinico.

Na tentativa de compreender melhor como 0S mecanismos imunitarios
podem contribuir para a imunofisiopatogénese das formas graves, estudamos a
malaria experimental em camundongos CBA e C57BL/6 que apresentam a forma
neurolégica da doenca quando infectados com o Plasmodium berghei ANKA e em
camundongos BALB/c que séo resistentes a forma cerebral da malaria (Lou e cols,
2001). Nesse trabalho, mostramos que a doenca cursa de maneira diferente nas
diferentes linhagens de camundongos, devido a uma rede de mecanismos
imunitarios que se associam e interagem de formas variadas.

Nossos resultados mostraram que as alteragBes histologicas e
imunologicas foram diferentes nos trés modelos murinos. Diferencas importantes
foram observadas entre os modelos no que diz respeito a sobrevida, producao de
radicais livres e producdo de citocinas. Observamos também estimulagéo
diferenciada das vias intracelulares de resposta do NFxB, do PPAR-y, do
inflamassoma e do metabolismo lipidico, que sdo responsaveis pela producdo e
regulacédo de produtos como as citocinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
e eicosandides, e pelos fenbmenos observados na microvasculatura cerebral, que
também foram diferentes nos trés modelos animais estudados. Em conjunto,
observamos que o0s camundongos BALB/c apresentam uma resposta mais
equilibrada do que aquelas observadas nos animais CBA e C57BL/6 suscetiveis a

malaria cerebral. Por outro lado, embora os camundongos CBA e os C57BL/6
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apresentem a mesma suscetibilidade a forma cerebral, suas respostas a infec¢ao
séo diferentes.

No nosso estudo, a infecgéo pelo Plasmodium berghei ANKA promoveu a
morte precoce dos camundongos C57BL/6 e um tempo de sobrevida menor do que
os camundongos CBA que s6 comecaram a morrer dois dias depois. Esse resultado
sugere que 0s mecanismos patoldgicos responsaveis pelas alteracées neuroldgicas
nos dois animais séo diferentes, e provavelmente mais exacerbados no camundongo
C57BL/6 do que nos camundongos CBA. J4 os camundongos BALB/c apresentaram
um tempo de sobrevida maior do que 0s animais suscetiveis, apesar de alguns
iniciarem a morte junto com os camundongos CBA. No sexto dia de infeccdo
malérica, 100% dos camundongos BALB/c restavam vivos, sobrevivendo em média
15 dias a mais do que os camundongos CBA. O curso diferente da infeccdo nos
animais infectados esta de acordo com a literatura (Lou e cols, 2001; Carvalho e
cols, 2000; Pierrot e cols, 2003) e mostram que as alteracbes neuroldgicas
contribuem para uma doenca mais grave e uma letalidade mais precoce nos animais
suscetiveis.

Provavelmente, a morte mais precoce dos camundongos C57BL/6 tenha
ocorrido em virtude da dificuldade de controlar a parasitemia, uma vez que esses
animais apresentaram uma parasitemia maior do que o camundongo suscetivel CBA
e o resistente BALB/c. De fato, observamos que o padréo de producgéo de H,0, e
NO foi diferente entre as trés linhagens, sugerindo que a producao de reativos de
oxigénio e nitrogénio possa estar condicionada a uma capacidade individual de
acionar mecanismos eficientes de defesa anti-plasmodial.

Das trés linhagens, o modelo C57BL/6 apresentou a menor producao de
NO apos a infeccao pelo Plasmodium berghei ANKA; enquanto que o modelo CBA
produziu NO de forma semelhante ao BALB/c. A maior producdo do NO pelos
camundongos BALB/c em relacdo aos camundongos C57BL/6 também foi relatada
por Hanun e cols em 2003. Além disso, a producao diminuida de NO pode explicar a
maior parasitemia observada nos animais C57BL/6, uma vez que essa espécie
reativa de nitrogénio desempenha um papel microbicida sobre os plasmaodios
(Anstey e cols, 1999; Awasthi e cols, 2003). Adicionalmente, estudos em
camundongos C57BL/6 infectados com o Plasmodium berghei ANKA mostraram que
a diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico no modelo C57BL/6 promove a
vasoconstricdo, a diminuicdo do fluxo sanguineo, menor oxigenacdo no tecido

cerebral e alteracdo do mecanismo de s-nitrosilagdo e nitracdo de proteinas que é
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importante para a ativacao das vias intracelulares (Gramaglia e cols, 2006; Cabrales
e cols, 2011; Zanini e cols, 2011).

Se por um lado, a producéo de NO foi menor nos camundongos C57BL/6,
por outro a producao de H,O, foi maior apos a infeccdo pelo Plasmodium berghei. O
aumento da H,O, pode ter contribuido para o desenvolvimento da malaria cerebral
nessa linhagem por ser capaz de ativar a producdo de mediadores inflamatérios,
agindo na via de sinalizacdo do NFxB e na via STAT (Morgan e Liu, 2011; Park e
cols, 2013). De fato, Reis e cols (2010) demonstraram que, na infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA, produtos gerados durante o estresse oxidativo, como o
malondialdeido e as espécies conjugadas de dieno se encontram aumentadas nos
cérebros dos camundongos C57BL/6 e que esse aumento se relacionou com as
sequelas cognitivas observadas apdés o tratamento antimalarico. Entretanto, o
envolvimento das espécies reativas de oxigénio na patogénese da malaria cerebral
nesse modelo é incerto, pois, os animais C57BL/6 deficientes de NADPH oxidase ou
de glutationa peroxidase 1 ainda assim morreram com alteracfes neuroldgicas
(Potter e cols, 2006).

Apesar de desenvolver a malaria cerebral quando infectados com o
Plasmodium berghei ANKA, ndo observamos alteragcdo na producdo do NO e nem
de H,O, nos camundongos CBA pela infeccéo, sugerido que essas moléculas nao
estdo associadas ao desenvolvimento da malaria cerebral nesses animais. A
auséncia de marcadores de estresse oxidativo no cérebro dos camundongos CBA
infectados com o Plasmodium berghei ANKA, juntamente com os relatos de que o
tratamento in vivo com peroxido de hidrogénio ndo diminuiu a parasitemia (Dockrell e
Playfair, 1983; Sanni e cols, 1999) e ainda que o tratamento com L-N-monomethyl
arginine (L-NMMA), um inibidor da iINOS, n&o preveniu o desenvolvimento das
alteracbes neurologicas (Asensio e cols, 1993; Kremsner e cols, 1993) reforca o
nosso argumento inicial. Por outro lado, o aumento de produc¢do do NO e H,O, por
macrofagos peritoneais de camundongos CBA infectados com Plasmodium berghei
ANKA e tratados com pentoxifilina e talidomida foi paralelo ao aumento da sobrevida
desses animais (Muniz-Junqueira e cols, 2005; Borges, 2006). Esses dados
sugerem que o0 H,O;, e o NO podem néo ter um papel destacado na malaria cerebral
do camundongo CBA, mas a inducdo dessas moléculas parece desempenhar um
papel protetor na malaria.

O fato de nao ter havido alteracdes na producdo do peréxido de

hidrogénio pelos macréfagos dos camundongos BALB/c apds a infec¢do, juntamente
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com a observacdo de que esses animais ndo apresentaram produtos de estresse
oxidativo aumentados no tecido cerebral (Reis e cols, 2010), sugerem que
provavelmente os camundongos BALB/c possuam uma capacidade intrinseca de
regular a producdo de espécies reativas de oxigénio durante a infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA. De fato, estudos prévios propuseram que a resisténcia a
malaria cerebral do camundongo BALB/c estava relacionada a uma expressao
aumentada de heme oxigenase 1 (HO1) no cérebro (Seixas e cols, 2009), enzima
que é importante na protecdo dos neurbnios contra o dano oxidativo causado pela
liberacdo de heme (Le e cols, 1999). Essa hipdtese é reforcada por estudos que
mostraram que o0 nocauteamento do gene codificante hmox ou a inibicdo da
atividade enzimatica da HO1 promovem o desenvolvimento da malaria cerebral no
BALB/c e a sua inducdo promove resisténcia no camundongo C57BL/6 (Pamplona e
cols, 2007).

Em resumo, a pequena producdo de espécies reativas no modelo
C57BL/6, provavelmente influenciando a alta parasitemia deve ter contribuido para a
gravidade da doenca. Porém, a producéo de H,O, e NO e a parasitemia semelhante
entre 0 modelo suscetivel CBA e o resistente BALB/c sugerem que multiplos
mecanismos devem ser responsaveis pelo desenvolvimento das formas graves
nesses animais. Provavelmente, a producdo desses radicais dependa de
caracteristicas individuais multifatoriais em cada interacdo parasito-hospedeiro, que
direcionam as respostas imunes responsaveis tanto pela imunidade quanto pela
imunopatogenia na malaria.

O papel das subpopulacdes celulares Tal e Ta2 tem sido largamente
estudado na maléria. Os resultados tém demonstrado que ambas sdo necessérias
para controlar a infeccdo e que 0s mecanismos patogénicos sdo gerados pelo
desequilibrio entre as duas, porém a contribuicio de cada citocina no
desenvolvimento das formas graves é ampla e heterogénea. Em virtude disso,
avaliamos o envolvimento de citocinas do ramo de resposta auxiliar 1 (IL-1p, IL-12 e
0 FNT-o), auxiliar 2 (IL-4 e a IL-10) e auxiliar 17 (IL-17) nos animais com
suscetibilidade diferente a maléria cerebral. No nosso estudo, a determinacédo das
citocinas no tecido cerebral, no sexto dia da infeccdo malarica, mostrou que 0s
camundongos suscetiveis C57BL/6 apresentaram quantidades aumentadas de IL-10
e FNT-a e diminuidas de IL-1B. Nao houve alteracédo nas concentracdes de IL-4 e IL-
17 e a concentracao de IL-12 foi heterogénea entre os animais. Ao contrario deste,

no grupo suscetivel CBA, houve diminuicdo das concentracdes de IL-10 e FNT-a e
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nao houve modificacdo significante da quantidade de IL-1B. O padrdo de producéo
de IL-4 e IL-17 foi mais elevado no modelo CBA, diferente da IL-12 que nao se
alterou, mas manteve-se baixa. Assim, como os CBAs, os camundongos resistentes
BALB/c diminuiram a producdo de FNT-a e IL-10 e a producédo das citocinas IL-1p,
IL-4, IL-12 e IL-17 n&o se alterou. Esses resultados sugerem que o curso diferente
da malaria nos animais é reflexo de respostas imunes orquestradas por diferentes
perfis de producdo de citocinas que atuam de maneira dinamica, alterando o
equilibrio fisiolégico dos diferentes padrbes de respostas auxiliares e que
consequentemente influenciam a suscetibilidade a malaria cerebral. Contudo, as
acbes das citocinas sdo pleiotropicas e envolvem complexos mecanismos de
regulacdo e contra-regulacao, além disso, deve-se considerar que suas a¢des estdo
sempre na dependéncia das concentracdes liberadas que podem variar na unidade
de tempo, na meia vida e nas células responsivas a elas. Portanto, é possivel que
nossos resultados possam ainda ter sido influenciados por mecanismos nao
estudados nesse trabalho.

Das citocinas que foram avaliadas nesse trabalho, estudos tém mostrado
um importante papel da IL-12 na infec¢cdo malarica, devido a suas acdes no controle
efetivo da parasitemia (Amani e cols, 2000). De maneira geral, a produgéo da IL-12
foi baixa apdés a infeccdo nos trés grupos de camundongos, sugerindo que
independente da suscetibilidade a forma cerebral, todas as linhagens apresentaram
dificuldade de desenvolver uma resposta Tal que adequadamente ativasse 0s
mecanismos que limitam de maneira eficiente a expansao da parasitemia. Estudos
mostram que a producao de IL-12 logo no inicio da infeccdo € importante para a
liberacdo de IFN-y pelas células citotoxicas naturais (CN) e linfocitos T citoliticos (Tc)
(Doolan e cols, 1999), que por sua vez, ao estimular a ativacdo de fagocitos e a
producdo de NO, limita a expansédo dos plasmodios no hospedeiro e promove uma
imunidade protetora contra a malaria cerebral (Cabantous e cols, 2005). Portanto, a
baixa concentracdo da IL-12 provavelmente foi responsavel pela diminuicdo das
concentracbes do NO e pela maior parasitemia nos camundongos C57BL/6 por
limitar a producdo do IFN-y. Reforcando essa hipdtese, Mitchel e cols (2005)
mostraram que o0s camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA
produzem baixas concentragdes de IFN-y e mantém niveis baixos de IL-12 ao longo
da infeccdo. A baixa producdo de IL-12 nos camundongos CBA e BALB/c, que
também foi relatada por Chen e cols (2000b), pode ter contribuido para a

manutencdo das concentracdes iniciais de espécies reativas ao longo da infeccao.
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Porém, a menor parasitemia e a maior sobrevida nos camundongos BALB/c e CBA,
sugerem que outros mecanismos de controle anti-plasmodial devem ter sido
acionados para compensar a falta dos estimulos protetores provenientes da a¢édo da
IL-12.

Interessantemente, nossos estudos demonstraram que tanto o FNT-a
quanto a IL-10 que tem a¢des antagonicas, estavam aumentadas nos camundongos
C57BL/6 no sexto dia de infeccdo, enquanto, nos camundongos CBA que também
sdo suscetiveis a malaria cerebral ocorreu justamente ao contrario. A producéo
diminuida de FNT-a e IL-10 também foi um achado nos camundongos resistentes
BALB/c. Niveis aumentados de IL-10 também foram observados nos animais
C57BL/6 em outros estudos (Mitchell e cols, 2005; Sarfo e cols, 2011); porém, o
aumento concomitante do FNT-a e da IL-10 s6 havia sido relatado no baco, figado e
rins desses animais (Tan e cols, 2000). Em seres humanos, essa associagao
também foi observada em alguns estudos (May e cols, 2000). Esses resultados
sugerem que a presenca das duas citocinas deve responder pelo desenvolvimento
da malaria cerebral nos camundongos C57BL/6 por mecanismos Opostos: por um
lado, o FNT-o promove 0s mecanismos patologicos ja descritos na maléria tais como
0 sequestro de células na microvasculatura, a apoptose de células como os
astrocitos, neurdnios e células endoteliais e desregulacdo da barreira-hemato-
encefalica (Gimenez e cols, 2003) e por outro, apesar do FNT-a exercer um efeito
antiparasitario (Muniz-Junqueira e cols, 2001), as acfes anti-inflamatorias da IL-10
diminuem a defesa anti-plasmodial por interferir na sintese da IL-12 (Tan e cols,
2000; Huggoson e cols, 2004).

Portanto, nos camundongos CBA, era de se esperar que a producao de
IL-12 e NO aumentasse em funcéo da diminuicdo da concentracéo de IL-10, contudo
a IL-12 se manteve em quantidades baixas e ndo houve alteracdo na producao do
NO. Além disso, também era esperado que a baixa concentracdo do FNT-a refletisse
em um aumento da parasitemia (Muniz-junqueira e cols, 2008) e que conduzisse 0s
camundongos CBA para a mesma evolucéo clinica dos camundongos BALB/c, que
sdo resistentes e que morrem dias depois com anemia. Porém, apesar dos
camundongos CBA e BALB/c apresentarem o mesmo padréo de producéo da IL-12,
IL-10, FNT-a, H,O2 e NO, o modelo CBA desenvolve as alteracdes neurologicas e
sucumbe em média dois dias depois dos camundongos C57BL/6. Esses resultados
sugerem fortemente que as alteracdes neuroldgicas e o dano cerebral séo

arquitetados por mecanismos diferentes nas duas linhagens suscetiveis, e ainda que
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a suscetibilidade do CBA ou a resisténcia do BALB/c depende de mecanismos
diferentes das citocinas citadas. Diferente dos camundongos C57BL/6 e BALB/c, o
grupo dos camundongos CBA infectados mostrou um padréo de producao de IL-17 e
IL-4 maior do que as outras duas linhagens, sugerindo que ambas possam ser
moléculas chaves no desenvolvimento da doenca cerebral neste modelo.

Nos camundongos CBA, uma vez que as citocinas IL-1p e o FNT-a, que
normalmente ativam o endotélio vascular, estdo diminuidas, a producdo de IL-17
pode responder em parte pelo sequestro de leucécitos, ja que estimula a producao
de quimiocinas envolvidas no recrutamento de neutrofilos e linfocitos T citoliticos
CD8" (Weaver e cols, 2007; Ouyang e cols, 2008). Particularmente, nos
camundongos CBA, o aumento de neutréfilos e linfocitos T CD8" no cérebro tem
sido relacionado com o desenvolvimento das alteracdes neuroldogicas (Waki e cols,
1992; Chen e cols, 2000 a; Randall e cols, 2008). Em seres humanos, estudos
anteriores também mostraram a importancia dessas células na suscetibilidade e
resisténcia a forma cerebral (Campanella e cols, 2008; Van den Steen e cols, 2008).
Por outro lado, essa citocina parece ndo estar envolvida nos mecanismos
imunopatologicos da maléaria cerebral desenvolvida pelo camundongo C57BL/6, uma
vez que no nosso estudo, o grupo iC57 produziu baixas quantidades semelhantes ao
grupo iBAL. De fato, Randall e cols, 2008, mostraram que 0 nocauteamento do gene
da IL-17 nos camundongos C57BL/6 ndo alterou a presenca de leucdcitos na
microvasculatura e ndo preveniu o desenvolvimento do dano neuroldgico (Ishida e
cols, 2010).

A presenca aumentada da IL-4 no grupo iCBA e a baixa concentragdo nos
camundongos C57BL/6 podem responder pelo inicio um pouco mais tardio da morte
nesse grupo por dois mecanismos: a) devido a acao anti-inflamatéria da IL-4 sobre a
producdo de FNT-a por macréfagos (Oh e Chung, 2011), tanto a aderéncia de
células que é estimulada por essa citocina, quanto as alteracdes no endotélio
vascular devem ter sido menores. De fato, observamos no estudo histopatolégico
uma quantidade menor de leucdcitos aderidos na microvasculatura no modelo CBA;
b) a IL-4 estimulou a formacdo de anticorpos contra o plasmédio, o que pode ter
mantido uma parasitemia menor nestes animais quando comparados a de
camundongos C57BL/6. No entanto, Eisenhut (2010) relacionou a producéo de IL-4
a um controle ineficiente da parasitemia, baseado no fato de que essa citocina
diminui a fagocitose do parasito por diminuir a expressdo de receptores para a

imunoglobulina G nos macréfagos. Assim, podemos considerar que a IL-4 tenha
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contribuido para a menor parasitemia por um mecanismo indireto produzindo
anticorpos que ao opsonizarem 0s eritrocitos parasitados estimulam a lise dessas
células via complemento. Contudo, estudos mais aprofundados devem ser
realizados a cerca dessa hipétese.

Uma analise a parte deve ser feita para a IL-1p, pois de todas as citocinas
aqui estudadas, ela é a Unica produzida na forma de um precursor inativo que deve
ser ativado para cumprir suas fungdes biologicas. Por isso, consideramos que as
diferentes producdes de IL-1B poderiam ser reflexos de alteracdo no principal
mecanismo de processamento da pro-IL-1B que ocorre via caspase-1 (Netea e cols,
2010). Nossos resultados mostraram que houve aumento estatisticamente
significante da caspase-1 nos animais suscetiveis a forma cerebral infectados com o
Plasmodium berghei ANKA. Contudo, o aumento da caspase-1 nao resultou em
aumento significativo da IL-1p nesses animais. Uma possivel explicacdo para essa
discrepancia pode ser uma possivel alteracdo na formacdo do complexo
inflamassémico, onde a caspase-1 precisa estar inserida para desempenhar sua
funcéo.

A ASC é uma proteina adaptadora que é requisitada pela maioria dos
inflamassomas ja caracterizados e € responsavel pela oligomerizacdo da pro-
caspase 1 e ligacdo dessa a plataforma do inflamassoma. Porém, no inflamassoma
NALPR1, a caspase-1 pode se juntar ao complexo independentemente da ASC, mas
precisa desta para aumentar sua atividade (Faustin e cols, 2007; Khare e cols,
2010). Considerando que a capacidade da caspase-1 de promover a ativacéo da IL-
1B € menor no inflamassoma NALPR1, quando ndo associada a ASC, avaliamos a
presenca dessa Ultima nos animais e observamos que houve aumento expressivo da
proteina ASC em todos os grupos infectados.

Além de ativar a caspase-1, a proteina ASC serve de ponte entre essa e 0
dominio de oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideos (NOD) dos receptores
intracelulares NLR que séo ativados por estimulos externos (Martinon e Tschopp,
2007), como a hemozoina que se liga aos receptores TLR9 (Coban e cols, 2005) e o
glicofosfatidilinositol do Plasmodium falciparum que ativa o TLR2 (Zhu e cols, 2011,
Greene e cols, 2012). O sinal a jusante gerado por essas ligacdes do parasito aos
receptores semelhantes ao Toll (TLR) sdo capazes de ativar proteinas adaptadoras
na cauda intracitoplasmatica do receptor, como o MyD88 que estdo envolvidas na
ativacdo de varios inflamassomas, entre eles o inflamassoma NALPR3 e o NALPR4

(Buzoo e cols, 2010; Segovia e cols, 2012).
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Na malaria, os inflamassomas NALPR3 e NALPR4 ja foram estudados,
porém, sua contribuicdo no processo patoldgico ainda € controversa (Dorstert e cols,
2009; Reimer e cols, 2010), ja que o nocauteamento dos genes NALPR3 e NALPR4
ndo modificou a evolugdo clinica da doenca. Por outro lado, o nocauteamento do
gene do MyD88 em camundongos C57BL/6 mostrou que sua presenca € importante
para desenvolvimento da forma grave (Coban e cols, 2005; Gowda e cols, 2007;
Shio e cols, 2009). A importancia da MyD88 para a ativagdo dos inflamassomas, a
independéncia da NALPR3 e NALPR4 para o processo patolégico e o aumento da
caspase-1/ASC observado no presente estudo, juntos sugerem que outros
inflamassomas possam estar envolvidos no desenvolvimento da doenca. Desta
forma, avaliamos a expressdo do NALPR1 nos macrofagos de animais infectados
com PbA e observamos que seu aumento somente ocorreu nos animais suscetiveis
a forma cerebral. Ja nos animais resistentes, é possivel que a ativacdo da caspase-
1/ASC esteja associada ainda a outro inflamassoma.

Apesar de o inflamassoma NALPR1 estar ativado na maléaria cerebral,
essa ativacao nao refletiu em producdo da IL-1p no modelo C57BL/6, no qual, ao
contrario, observamos diminuicdo desta citocina. E possivel, que na maléria, a
producédo da IL-1B ndo dependa da ativagdo da caspase-1 e ASC, como ja tem sido
observado em outras situagdes (Griffith e cols, 2007; Reimer e cols, 2010; Kordes e
cols, 2011). Entretanto, é importante considerar que a alteracdes poderiam estar no
fornecimento da pro-IL-1p para formacéo do inflamassoma. Uma possibilidade é que
a diminuicdo da IL-1B nos animais C57BL/6 esteja relacionada a falta de
disponibilidade da pro-IL-1B, devido a mecanismos pré-translacionais relacionados,
com as vias de sinalizagdo intracitoplasmatica, como por exemplo, pela acdo da IL-
10, que estd aumentada nesses animais, e por alteracdes na via do NFkB, que é
responsavel pela producéo de citocinas inflamatérias (Wang e cols, 1995).

A via intracelular do NFxB é formada por uma rede de proteinas que ao
se associarem na forma de dimeros no citoplasma translocam para o nucleo onde
cumprem sua funcdo como transcritores génicos. Na maléaria, estudos mostram que
estimulos provenientes do plasmédio, como a GPlI, da lise celular como a hemozoina
e o heme livre, ou ainda do estresse oxidativo sdo importantes indutores da
sinalizacdo da via do NFxB (Jaramillo e cols, 2005; Zhu e cols, 2005; Dey e cols,
2012). Todavia, o conhecimento sobre o papel dos fatores nucleares de transcricao

kB na malaria ainda é incipiente, pois, esbarra nas complexas redes regulatorias e
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repressoras, na taxa de formacdo de dimeros e na capacidade desses dimeros de
cotraduzir genes diferentes (Basak e cols, 2008).

No intuito de esclarecer o papel dos fatores kB, avaliamos a expressao de
RelA, RelB e p52 em macréfagos e observamos que, hos camundongos resistentes
BALB/c, as duas vias do NFxB foram ativadas, porém, sobressaiu a expressao da
via candnica. Ja nos camundongos suscetiveis CBA, a via ndo-canbnica parece
predominar, enquanto no modelo suscetivel C57BL/6 somente a via canbnica esta
ativada. A expressdo diferente dos fatores kB nessas linhagens sugere que a
producdo desigual de citocinas e de espécies reativas esteja sendo regulada pela
formacao distinta de dimeros NFxB. De fato, Hoffmann e cols (2003) mostraram que
diferentes dimeros se acoplam em sitios distintos de ligacdo «B no ADN,
estimulando diferentes produtos génicos.

No nosso estudo, 0 RelA, que é o principal fator nuclear da via canbnica,
estava expresso nos macréfagos peritoneais de todas as trés linhagens apos a
infeccdo. Na malaria, a preponderancia da via candnica sobre a ndo-candnica havia
sido observada por Triphati e cols (2009) estudando a influéncia in vitro de eritrécitos
parasitados com trofozoitos de Plasmodium falciparum no endotélio cerebral
humano. Entre os genes regulados por esta via estdo aqueles responsaveis pela
producéo da IL-12 (Siggers e cols, 2011). Contudo, apesar do RelA estar aumentado
no nucleo dos macrofagos dos grupos infectados, a concentracdo da IL-12 nos
homogenatos dos cérebros ndo aumentou paralelamente. Nossos dados foram
semelhantes aos de Xu e cols (2001) que mostraram que a IL-12 foi
substancialmente inibida in vitro nos macréfagos de camundongos C57BL/6
incubados com eritrécitos infectados com o Plasmodium berghei ANKA, enquanto a
ligacdo do NFxB ao ndcleo ocorria em grande quantidade. Isso sugere que outros
mecanismos intracelulares agem de forma coparticipativa com o NFxB na
transcricdo do gene dessa citocina. De fato, estudos mostraram que a GPI do
Plasmodium falciparum ao se ligar nos receptores TLR2 e TLR4 induzem a
expressdo de ERK, que por sua vez é capaz de diminuir a interacdo do IkB{ com o
dimero p50:p50 necessaria para a transcricdo do gene 1112b (Zhu e cols, 2005; Zhu
e cols, 2011).

Diferentemente do RelA que nado esta envolvido na producédo de IL-12, a
transcricdo do gene fnta é essencialmente regulado pelo dimero RelA:p50 (Falvo e
cols, 2010). Porém, apesar da maior expressdo de RelA nos macrofagos dos grupos

infectados, o FNT-a s6é aumentou nos animais C57BL/6, sugerindo que as acdes da
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via canbnica nos camundongos BALB/c e CBA devem ter sido reguladas por
mecanismos inibidores que n&o estavam presentes nos camundongos C57BL/6. E
possivel que a presenca dos fatores p52 e RelB que s6 foram evidenciados nos
camundongos, BALB/c e CBA infectados, tenham contribuido para diminuicdo do
FNT-o por dois mecanismos predominantes: no primeiro o RelB dos camundongos
CBA pode ter translocado para o nucleo dimerizado com o fator p50 (Kumar e cols,
2003), que juntos tém a capacidade de inibir a producdo de FNT-a (Derudder e cols,
2003; Gasparini e cols, 2013) e nos camundongos BALB/c, o RelB formou dimeros
com o RelA que ndo sdo capazes de se ligar ao ADN (O’Dea e Hoffmann, 2010).
Além disso, provavelmente no BALB/c, a presenca deste dimero tenha mantido o
RelA represado no citoplasma ja que ndo houve translocacdo do RelB para o ndcleo.
Ja o segundo mecanismo possivelmente ocorreu por meio da proteina precursora do
fator p52, a p100 que tem uma atividade IkBd repressora do RelA:p50 (Shih e cols,
2011) e consequentemente seu aumento no citoplasma pode ter inibido a producéo
do FNT-a nos dois animais.

Adicionalmente, a maior producdo da IL-17 pelos camundongos CBA
também pode ter contribuido para a redug¢do do FNT-a nos animais infectados, uma
vez que a IL-17 é capaz de estimular a expressao de IkB{ (Okamoto e cols, 2010)
que inibe a ligagdo do RelA:p50 ao nucleo (Totzke e cols, 2006). Pelo mesmo
mecanismo, o padrdo aumentado de producdo IL-18 pode ter contribuido para
baixas quantidades do FNT-a antes da infeccdo no modelo C57BL/6. No entanto, a
inducéo de IkB( pelas citocinas IL-1B e IL-17 deveria ter aumentado a IL-12 nos
animais CBA, mas ao contrario, esta se manteve em niveis baixos apés a infeccao.
Provavelmente, o padrdo aumentado de IL-10 antes da infec¢cdo tenha sido o
responsavel pela manutencdo de baixas concentracdes da IL-12 nos camundongos
CBA, uma vez que in vitro, a IL-10 foi capaz de inibir a producdo de IL-12p40 em
macrofagos incubados com eritrocitos infectados pelo Plasmodium berghei ANKA
(Xu e cols, 2001) diminuindo a ativacdo da 1l12b dependente de IkB{ via ERK
(Chandra e Naik, 2008). J& nos camundongos C57BL/6, possivelmente a diminuigdo
da IL-1B e o aumento de IL-10 apGs a infeccdo cooperaram para a reducao da IL-12
via I«kBC e para o aumento da producédo de FNT-a. Esses dados sugerem a presenca
de mecanismos compensatoérios entre as vias que regulam a transcricdo do gene da
IL-12 e reforcam a tese de que os estimulos externos devem concorrer para a

regulacdo transcricional da resposta imunitaria contra os plasmédios em funcéo do
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padrédo de resposta de cada individuo e do momento em que os estimulos aparecem
ou desaparecem na doenca.

Nos camundongos C57BL/6, a expressdo aumentada de RelA tanto no
ndcleo quanto no citoplasma dos macréfagos, sem a regulacao exercida pela p100,
sugere que os dimeros de RelA mantiveram uma taxa de translocacdo e
represamento constante dentro da célula. Esse mecanismo possivelmente ocorreu
porque o FNT-a, que estava aumentado nesse modelo apds a infeccdo, tem a
capacidade de retroalimentar sua producao ativando a translocacdo da RelA:p50,
mas a formacdo de dimeros RelA:RelA reprimiu a translocacdo do RelA por
estimular a produgédo do inibidor da via candnica, o IkBa (Bradley e Pober, 2001).
Adicionalmente, o H,O, que também aumentou nesse modelo pode ter contribuido
para a ativacdo do RelA, por um mecanismo atipico, independente do IKK (Perkins,
2007). E possivel que esse ciclo de sintese e degradacéo resulte em oscilacdo da
atividade celular (Hoffmann e cols, 2003; O’Dea e Hoffmann, 2010), promovendo
mecanismos apoptoticos de células endoteliais cerebrais, leucdécitos intravasculares
e neurdnios (Punsawad e cols, 2013) que contribuem para o desenvolvimento das
alteracbes neurologicas observadas nesse modelo. A intensa ativacdo da via
canbnica no modelo C57BL/6 deve ainda ter contribuido para o recrutamento e
aderéncia de leucdcitos, uma vez que relatos anteriores associaram o RelA ao
aumento de adesinas como o ICAM-1, de quimiocinas como RANTES e MIP-1a e de
citocinas como as IL-6 e IL-8 (Tripathi e cols, 2006; Tripathi e cols, 2009).

Nos camundongos CBA, a presenca de RelA e p52 no ndcleo dos
macrofagos apos a infeccdo sugere que dimeros de RelA:p52 possam ter sido
formados também nos fagocitos no tecido cerebral e essa ativagdo provavelmente
estimulou o recrutamento local de leucdcitos, ja que entre os genes regulados pela
RelA:p52 estdo os das quimiocinas Rantes, MIP-1 e MCP-1 (Hoffmann e cols, 2003).

A producéo diferente de espécies reativas também pode ter sido reflexo
da atividade diferenciada do NFkB nos modelos murinos. A capacidade dos dimeros
RelB:p52 e RelA:p50 de estimular a sintese de enzimas pro- e anti-oxidantes
(Anrather e cols, 2006; Morgan e Liu, 2011) pode explicar a produgéo equilibrada de
H,O, nos camundongos CBA e BALB/c. Ja& o padrdao de producdo menor de H,0O;
nos camundongos C57BL/6 pode ter sido resultado da atividade anti-oxidante
regulada pelo dimero RelA:p50 que € responsavel pela sintese de enzimas como a
catalase, glutationa redutase e peroxiredoxinas (Morgan e Liu, 2011). Os dimeros de
RelA podem ainda estimular a sintese de INOS (Jaramillo e cols, 2003) que é
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responsavel pela producdo de NO, contudo, o aumento do RelA no nucleo dos
macrofagos nao refletiu em aumento de NO nos camundongos BALB/c e CBA, e nao
explica a diminuicdo dessa espécie reativa nos camundongos C57BL/6.

Outro mecanismo de sinalizagdo intracitoplasmética que poderia
influenciar a producdo de citocinas e também de espécies reativas envolve a
ativacdo do fator PPAR-y (Szanto e Nagy, 2008). Dentro do nucleo, o PPAR-y ao se
ligar com o receptor X do &cido retindico (RXR) (Pineda e cols, 2001) regula a
transcricdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria através de interferéncia
negativa em diferentes vias intracitoplasmaticas, tais como a do NFkB, do ERK e do
MAPK (Gardner e cols, 2005; Burns e Heuvel, 2007). Assim, os PPARs sao capazes
de influenciar a producdo de citocinas inflamatérias e o recrutamento de células para
os locais inflamatorios.

Nossos dados mostraram que a infeccdo pelo P. berghei promoveu a
translocacdo do PPAR-y do citoplasma para o nucleo nos camundongos BALB/c, o
mesmo nado ocorrendo nos camundongos suscetiveis CBA e C57BL/6. Além disso,
houve diferenca na expressdo do PPAR-y entre as duas linhagens suscetiveis.
Enquanto nos camundongos CBA, o PPAR-y total diminuiu como resultado de uma
baixa expressdo do fator no compartimento citoplasmatico; nos camundongos
C57BL/6, a quantidade total do PPAR-y foi maior do que no modelo CBA, mas se
manteve constante apos a infec¢cdo, ndo havendo modificacdo da sua expressdo no
nucleo e nem no citoplasma.

No camundongo BALB/c, a grande translocacdo do PPAR-y para o nucleo
sugere gque a regulacéo de genes relacionados com a atividade inflamatéria ocorreu
intensamente ao nivel transcricional. Possivelmente, essa atividade nuclear explique
as baixas concentracbes de H,O, e NO observadas nos camundongos BALBI/c, ja
que o PPAR-y pode regular diretamente os genes envolvidos na sintese de iNOS,
NADPH oxidase e SOD (Aleshin e Reiser, 2013). Além disso, esse receptor também
deve ter contribuido para a diminuicdo do FNT-a por agir de forma transrepressora
sobre os dimeros do NFkB. Esse mecanismo nédo envolve alteracdo da translocacéo
ou da ligacdo dos dimeros ao ADN, mas envolve um processo poés-transcricional de
sumolizacdo que modifica as proteinas NFkB (Mabb e Miyamoto, 2007; Hong e
Tontonoz, 2008), justificando a presenca de RelA no nucleo, sem o0 aumento de
citocinas inflamatérias. Ao contrario disso, encaminha-os do citoplasma para o

compartimento nuclear. Contudo, a diminuicdo da quantidade do PPAR-y total e
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citoplasmatica sugere que o receptor foi degradado no citoplasma ou que a sintese
do receptor ndo ocorreu na mesma taxa em que esta sendo utilizado no nucleo. A
sumolizacdo é um processo de modificagdo de proteinas dependente de ATP, que
diferente da ubiquitinizacdo, ndo direciona os substratos modificados a degradacdo
proteolitica pelo proteassoma.

Existem duas possibilidades para explicar a diminuicdo do PPAR-y
citoplasmatico observado nos camundongos BALB/c e CBA: ou a molécula foi
degradada ou a sua sintese foi prejudicada. Na verdade, tem-se mostrado que o
FNT-o0 € capaz de inibir as acfes do PPAR-y pela via do IKK/NFxB (Ye, 2008).
Provavelmente, nos camundongos CBA e BALB/c, o padrao inicial de FNT-a tenha
contribuido para a diminuicdo do PPAR-y apds a infec¢do. Além disso, a degradacao
do PPAR-y pode ter sido regulada pela atividade de diferentes cinases que ao
estimular o processamento do receptor pelo sistema de ubiquitina-proteassoma
acabam por modular a atividade transcricional do PPAR-y (Blanquart e cols, 2003;
Burns e Heuvel, 2007). Em comparacdo com os camundongos BALB/c e CBA, a
maior quantidade do PPAR-y nos camundongos C57BL/6 deve ter contribuido para
um padréo mais baixo de producéo de espécies reativas e FNT-a durante a infeccéo.

A infeccdo pelo plasmodio determinou alteragbes semelhantes na
expressédo do PPAR-y nos modelos CBA e BALB/c, enquanto ndo houve alteragao
desta molécula no modelo C57BL/6. Esses resultados podem ser explicados por um
conjunto de mecanismos que juntos séo capazes de interferir na producéo do PPAR-
y: a) € possivel que a progressédo da infecgcdo tenha aumentado os estimulos
antigénicos desencadeadores da sinalizacdo pela via canbnica do NFxB e
promovido um aumento do metabolismo energético que culminou em maiores
quantidades de H,O,; b) A falta de regulacdo exercida pela pl00 pode ter
possibilitado uma maior atividade da via canbnica, estimulando a producdo do FNT-
a; ¢) A maior quantidade do FNT-a e H,O, que sédo capazes de diminuir o PPAR-y
(Ye, 2008; Blanquicett e cols, 2010), juntamente com a maior producao de IL-10 que
tem o efeito contrario, podem ter agido de forma antag6nica mantendo regulados os
niveis de PPAR-y, contudo, sem alterar a capacidade desse receptor de manter uma
atividade regulatéria sobre a enzima INOS, o que explicaria as concentracbes
reduzidas de NO.

As alteracbes nas concentragbes do PPAR-y podem ser explicadas

também pela sua capacidade de aumentar a adipogénese e a estocagem de lipidios
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estimulando a formacdo dos corpusculos lipidicos no interior da célula. Durante, o
metabolismo lipidico, o PPAR-y vai sendo degradado a medida que ele estimula a
sintese da proteina reguladora de diferenciacdo adiposa (ADRP) que mobiliza
lipidios como o triacilglicerol (TAG) e o colesterol no interior do corpusculo (de Assis
e cols, 2003; Maya-Monteiro e cols, 2008). E possivel que esse mecanismo, tenha
sido responsavel pelo aumento dos corpusculos lipidicos observados nos
macrofagos dos animais CBA, C57BL/6 e BALB/c apds a infeccdo. Adicionalmente,
Palacpac e cols (2004) e Jackson e cols (2004) mostraram que o Plasmodium
falciparum pode estimular a formacdo de corpusculos lipidicos nos eritrécitos
parasitados e o aumento de TAG foi observado apos a infecgdo plasmodial (Vial e
Ancelin, 1992; Nawabi e cols, 2003; Vial e cols, 2003).

O aumento da biogénese dos corpusculos lipidicos em todos os animais
infectados demonstra a condicdo inflamatoéria tanto nos modelos suscetiveis quanto
no modelo resistente. Embora, tenha havido aumento dos corpusculos lipidicos em
todas as trés linhagens, a producdo de eicosandides que ocorre no interior dos
corpusculos lipidicos deve ter sido diferente, pois as enzimas COX-2 e 5-LOX
relacionadas com essa via foram expressas de maneira diferente entre os trés
modelos dos animais.

No grupo CBA houve predominio da expressdo de COX-2. Esse aumento
de COX-2 também havia sido observado nos cérebros desse mesmo modelo
experimental por Ball e cols (2004). A quantidade de COX-2 no nosso modelo foi
observada principalmente em vasos congestionados com eritrocitos, contudo, a
expressdo aumentada da enzima ndo ocorreu devido a uma atividade maior da
micréglia ou dos macréfagos e sim em resposta a um aumento em células no tecido
cerebral. Esse fato sugere que a ativagdo da COX-2 ocorreu localmente no cérebro
pela ativacdo de células como os astrocitos, neurdnios e células endoteliais em
resposta a congestdo dos vasos. De fato, Deininger e cols (2000) mostraram que as
células endoteliais e os astrdcitos, e ndo os macréfagos, sdo responsaveis pelo
acumulo focal de COX-2 no cérebro de individuos que morreram com malaria
cerebral. Provavelmente, as baixas concentracbes de COX-2 nos macrofagos e
microglias observada nas trés linhagens foram reflexos dos estimulos gerados pela a
hemozoina (Keller e cols, 2004). Nos camundongos C57BL/6, a infec¢do produziu o
aumento de COX-2 de forma semelhante ao observado nos camundongos CBA,
sendo que a diferenca entre os dois se restringiu, nos camundongos C57BL/6, a

presenca de COX-2 em vasos nao congestionados, mas com células aderidas. No

126



camundongo BALB/c, o baixo padrdo de producdo da COX-2, pode ter sofrido
influéncia do aumento da atividade do PPAR-y no nucleo. Uma vez que o PPAR-y
pode impedir a sintese de COX-2 via transrepressdo do NFkB e da AP-1 (Han e
cols, 2003).

A COX-2 é a enzima que gera as prostaglandinas, a partir do acido
araquidénico, que agem de maneira diferente sobre a sintese de NO e de FNT-a (di
Battista e cols, 1999, Hsiao e cols, 2007, Kunisch e cols, 2009) por dois
mecanismos: o0 primeiro pela acdo das prostaglandinas sobre a atividade do NFxB e
o segundo por aumentar a fosforilagdo do PPAR-y pelas proteinas cinases ativadas
por mitdgenos (MAPKs), diminuindo a atividade reguladora desse receptor
(Knopfova e Smarda, 2010). Portanto, € provavel que esse mecanismo possa
responder, em parte, pelo aumento do FNT-a observado nos camundongos
C57BL/6; e pela diminuicdo do PPAR-y no citoplasma dos camundongos CBA.
Contudo, a diminuicdo do NO nos camundongos C57BL/6 e a diminuicdo do FNT-a
nos camundongos CBA sugerem novamente que varios mecanismos reguladores
devem interferir na sintese desses produtos. E possivel que a interface PPAR-
yINFKkB seja um ponto chave para o entendimento desse mecanismo, porém,
estudos mais aprofundados devem ser realizados.

Nos camundongos do grupo iC57, o aumento do 5-LOX foi observado em
vasos congestionados, no endotélio vascular e nas células cerebrais. A atividade da
5-LOX pode resultar em aumento da sintese de leucotrienos e outros hidroxiacidos,
0 que provoca a adesdo e ativacdo de leucdcitos, o aumento da permeabilidade
vascular e a producédo de citocinas pro-inflamatoérias (Gerritsen, 1996), que estéo
envolvidos na patogénese da malaria cerebral e que foram observados nos
camundongos C57BL/6. Xiao e cols (1999) observaram que, no auge da malaria
cerebral, camundongos ICR infectados com o Plasmodium berghei ANKA tinham
niveis mais altos de leucotrieno B4 no soro do que o controle. Além disso, a menor
expressdo de COX-2 e 5-LOX nos camundongos resistentes BALB/c sugere a
importancia da exacerbacdo dessas duas vias no desenvolvimento da doenca
cerebral. Nossos resultados mostram que possivelmente os eicosandides possam
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da malaria cerebral.

Para melhor compreensdo das diferentes evolucbes da doenca
comparamos as alteragcfes histopatoldgicas do tecido cerebral e cerebelar nos trés
modelos. Regides com micro-hemorragia e com infiltrado inflamatério foram

raramente encontradas em alguns animais infectados de todas as linhagens
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estudadas. Vale ressaltar que, independente da quantidade, se a localizacdo do
processo hemorragico e do infiltrado inflamatério ocorrer em regides vitais pode
causar alteragdes nas fung¢des do sistema nervoso e no comportamento dos animais
(Carroll e cols, 2010). Entretanto, chama atencdo o fato de que a hemorragia e 0
infiltrado inflamatorio ocorreram, embora raramente, também em alguns animais
BALBY/c, visto que esse achado segue na linha contraria de varios estudos anteriores
(Grau e cols, 1987, Nacer e cols, 2012). Porém, nossos resultados foram
semelhantes aos de Lacerda-Queiroz e cols (2011), que mostraram que a
hemorragia e o infiltrado inflamatorio podem ocorrer de maneira moderada em
camundongos BALB/c infectados com o Plasmodium berghei NK65, uma cepa letal
que ndo causa a malaria cerebral.

A comparacdo das alteracdes histopatolégicas no sexto dia da infeccao
malarica pelo Plasmodium berghei ANKA mostrou diferencas entre os modelos
estudados. Os principais achados ocorreram em vénulas pos-capilares de tamanho
pequeno a grande (intervalo de 20um a 80um), segundo a classificacdo de Kaul e
cols (1995), corroborando resultados anteriores que observaram a aderéncia celular,
congestdo e oclusdo em vasos desse tamanho (Kaul e cols, 1998; Cabrales e
Carvalho, 2010; Zanini e cols, 2011).

No modelo suscetivel C57BL/6, as alteracdes foram mais evidentes do
gue nos outros dois modelos. A permeabilidade vascular, a congestado vascular, a
aderéncia de leucocitos e a presenca de vasos obstruidos por leucocitos foram
maiores do que nos animais CBA. Provavelmente, esses achados no C57BL/6
tenham sido reflexo da concentracdo aumentada do FNT-a nos animais infectados.
Ja no modelo CBA, a aderéncia de eritrocitos foi um achado importante, que néo foi
visualizado nos animais C57BL/6. Ao contrario dos animais suscetiveis, 0s
camundongos resistentes BALB/c n&o apresentaram congestao vascular importante
e nem aumento da permeabilidade vascular, porém, uma pequena quantidade de
eritrocitos e leucaocitos foi visualizada aderida na microvasculatura do cérebro.

Varios aspectos histopatologicos que observamos nos animais suscetiveis
a maléaria cerebral sdo semelhantes aos achados post-mortem em cérebros de
individuos que morreram por maléria cerebral. A congestédo vascular observada nos
animais suscetiveis foi relatada em individuos com maléria cerebral e sua
quantidade foi relacionada com o coma profundo e evolugcdo mais rapida para a
morte (Menezes e cols, 2012; Ponsford e cols, 2012). De fato, os animais C57BL/6

gue comecgaram a morrer mais cedo, apresentaram uma maior quantidade de vasos

128



congestionados em comparacdo ao grupo dos animais CBA, em que 0sS animais
comecaram a morrer dois dias mais tarde. Podemos sugerir que a congestao
observada nos dois modelos foi decorrente da maior aderéncia de leucdcitos,
eritrécitos e plaquetas nos vasos, ja que observamos nos dois modelos de maléaria
cerebral uma grande quantidade de vasos cerebrais e cerebelares com muitos
eritrocitos e/ou leucdcitos aderidos quando comparados ao modelo resistente
BALB/c.

Os relatos das alteracdes histopatoldgicas cerebrais em individuos que
morreram de malaria cerebral sugerem que a aumentada aderéncia e o sequestro de
eritrocitos parasitados ou ndo na microvasculatura cerebral estdo relacionados com
a forma clinica cerebral da maléria (Silamut e cols, 1999; Tripathi e cols, 2007,
Dorovini-Zis e cols, 2011). Diferentemente, no modelo murino de malaria cerebral
ocorre sequestro de leucocitos e eritrocitos, sendo esse um dos motivos do
ceticismo dos pesquisadores em relacdo aos estudos que utilizam o modelo
experimental para entender os mecanismos fisiopatogénicos e a resposta a
terapéutica na malaria (White e cols, 2010, Graig e cols, 2012). Nossos dados
mostraram que no camundongo C57BL/6 ocorre aderéncia de leucécitos em 20,2%
dos vasos estudados, que com grande frequéncia estdo presentes nos vasos
congestionados e ocluidos, principalmente nas regides corticais e hipocampais, nao
apresentando numero significante de eritrécitos aderidos. Entretanto, é importante
considerar que apesar da predominancia de sequestro de eritrocitos parasitados,
varios estudos histopatolégicos mostraram que os leucdcitos e plaquetas também
podem ser encontrados aderidos na microvasculatura cerebral, tanto em criangas
quanto em adultos (Patnaik e cols, 1994; Grau e cols, 2003; Armah e cols, 2005;
Dorovini-Zis e cols, 2011).

Os camundongos C57BL/6 apresentaram uma grande quantidade de
leucocitos aderidos nos vasos cerebrais e cerebelares. Entretanto, embora néo
estudado neste trabalho, é possivel que o tipo de leucdcito recrutado localmente e o
momento em que isso ocorre contribua para a evolucéo da doenca. De fato, tem sido
sugerido que, no modelo animal, a presenca de mondcitos, neutrofilos e células CN
ndo sdo essenciais para o desenvolvimento das alteracbes cerebrais, porém sao
importantes no inicio da doenca devido a producdo de citocinas. Ja os linfocitos T
CD8" e T CD4" parecem desempenhar um papel crucial na fisiopatologia da doenca,
visto que animais C57BL/6 depletados dessas células ndo desenvolvem a forma

cerebral e morrem em torno da terceira semana de infeccdo com hiperparasitemia e
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anemia (Chen e cols, 2000 b; Belnoue e cols, 2002; Hansen e cols, 2007; Villegas-
Mendez e cols, 2012).

Apesar de ndo termos visto um acumulo importante de eritrocitos nos
vasos dos camundongos C57BL/6, provavelmente sua presenca, mesmo que em
pequena quantidade pode ter estimulado a ativacao dos leucécitos, que ao contrario
se encontram aderidos em maior quantidade na microvasculatura desses animais.
De fato, estudos mostram que a aderéncia dos eritrocitos nos cérebros dos
camundongos C57BL/6 é um importante fator para o desenvolvimento da malaria
cerebral (Benoue e cols, 2008; Baptista e cols, 2010; McQuillan e cols, 2011; Claser
e cols, 2011).

Diferentemente do observado nos camundongos C57BL/6, nos
camundongos CBA, a aderéncia de eritrocitos ocorreu em maior quantidade e a de
leucécitos em menor quantidade, apresentando maior semelhanca com as
alteracfes histopatoldgicas observadas no cérebro de individuos que morreram de
malaria cerebral. Além disso, a presenca de eritrocito ou leucécito aderido ao
endotélio vascular foi muito menos frequente nos camundongos BALB/c. Nossos
dados foram semelhantes aos de Ampawong e cols (2011), que mostraram que 0
camundongo CBA apresenta maior quantidade de leucdcitos e eritrocitos aderidos
na microvasculatura cerebral do que os camundongos BALBI/c, resistentes a forma
cerebral, e sugeriram que esse acumulo contribuiu para a presenca mais frequente
de edema perivascular nos animais CBA. Estudos com tomografia computadorizada
de individuos com malaria cerebral mostraram que o edema é um achado frequente
em adultos (Looareesuwan e cols, 1995; Patankar e cols, 2002) e em criangas
(Potchen e cols, 2010), e que provavelmente seja um reflexo do acumulo de
eritrocitos parasitados no cérebro.

O aumento da permeabilidade vascular tem sido sugerido como a causa
do edema cerebral na malaria. Nossos dados mostraram que somente nos animais
suscetiveis & maléaria cerebral houve aumento da permeabilidade vascular. Nos
camundongos C57BL/6, que morreram mais precocemente do que os animais CBA,
a quantidade de azul de Evans extravasado para o tecido cerebral e cerebelar foi
maior do que nos camundongos CBA, sugerindo que a maior permeabilidade
vascular possa estar relacionada com a gravidade da doenca. Alguns estudos em
murinos (Cabrales e cols, 2011) e humanos (Dondorp e cols, 2004) sugeriram que 0
aumento da permeabilidade dos vasos cerebrais tenha sido reflexo de hipertensao

intracraniana, decorrente da congestéo e blogueio mecéanico. Porém, esse dado néao
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explica totalmente o dano tecidual, visto que em alguns casos de malaria, as
alteracOes cerebrais ndo se associaram a oclusdo ou congestédo vascular (Patankar
e cols, 2002).

Tem sido considerado que as alteracdes da permeabilidade vascular na
malaria estéo relacionadas com alteracdes da barreira hemato-encefalica promovida
pelo processo inflamatério gerado localmente no tecido cerebral. Os mecanismos de
resposta inflamatéria responsaveis pela perda de integridade vascular séo
complexos, sendo orquestrados ndo somente por leucécitos em resposta a presenca
de eritrocitos parasitados na microvasculatura cerebral, mas também, pela ativacao
de plaquetas, astrécitos e neurbnios (Combes e cols, 2010; Rénia e cols, 2012). O
processo inflamatoério contribui para a disfuncdo da barreira hemato-encefalica por
estimular o aumento na expressdo de moléculas de aderéncia (Wassmer e cols,
2011; von Zur Muhlen e cols, 2008), por diminuir a conexdo entre as células
endoteliais e a adesividade de astrdcitos ao vaso e por estimular a apoptose celular
em torno do vaso em decorréncia do estresse oxidativo (Medana e cols, 1996;
Suidan e cols, 2008; Jambou e cols, 2010). Nos animais estudados, a presenca de
processo inflamatério foi pequena. Entretanto, observamos diferencas na producéo
de radicais livres. De fato, nos animais C57BL/6, que mostraram maior
permeabilidade vascular e forma clinica mais grave, embora a producdo de peroxido
de hidrogénio pelos macrofagos dos animais nédo infectados tenha sido menor, o
aumento relativo ap0s a infec¢cdo, foi muito maior nos animais C57BL/6 que
apresentaram maior permeabilidade cerebral do que nos animais CBA e BALB/c.
Entretanto, o oposto foi verificado em relagcdo ao oxido nitrico.

Em sintese, nossos dados mostraram que as trés linhagens com bases
genéticas diferentes que foram estudadas apresentaram diferentes mecanismos de
respostas na malaria. Nos trés modelos, a producdo de citocinas, de espécies
reativas e de enzimas formadoras de eicosandides foi diferente. Nos camundongos
C57BL/6, provavelmente a precocidade da morte e os fenbmenos histopatologicos
observados na intimidade do tecido cerebral tenham sido reflexo dos mecanismos
inflamatorios acionados principalmente pela atividade da FNT-a, a COX-2 e a 5-LOX
no cérebro. J4 a parasitemia mais alta no modelo C57BL6 sugere que o0s
mecanismos microbicidas também estdo alterados, o que pode ter sido determinado
pela diminuicdo da producédo do NO. Possivelmente, a acao inibitoria da IL-10 sobre

a producédo de IL-12 tenha contribuido para a diminuicdo do NO.
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Os camundongos CBA apresentam um retardo do inicio da morte quando
comparados com os camundongos C57BL/6 e com uma parasitemia um pouco mais
baixa. Além disso, as alteragBes histopatologicas foram mais discretas do que
aquelas observadas nos camundongos C57BL/6. Além disso, a presenca de
eritrocitos aderidos nos vasos cerebrais no camundongo CBA e de leucécitos nos
vasos dos camundongos C57BL/6 chama atencdo para uma possivel expressao
diferente de moléculas de aderéncia, possivelmente engendradas pela expressao
diferente de citocinas nos dois modelos. Nos camundongos CBA, diferente dos
camundongos C57BL/6, houve diminuicdo da producdo de FNT-a e IL-10 e nao
houve alteracdo na producdo de espécies reativas, mas estes animais mostraram
uma producdo mais elevada de IL-17 e IL-4 e uma predominancia de COX-2 no
cérebro.

O BALBI/c, por sua vez, apesar de apresentar algumas alteracbes no
tecido cerebral morreu mais tardiamente sem desenvolver sinais neuroldgicos. E
provavel que isto tenha ocorrido pelo fato desses animais conseguirem uma melhor
regulacdo da producéo de todas estas citocinas logo no inicio da doenca. De fato,
houve translocacdo para o nucleo em maior quantidade do PPAR-y, que € um
regulador da express&o das moléculas da via do NFkB, nesses animais. E provavel
que esses padrbes diferentes de resposta observada entre os trés modelos foram
reflexo da ativacdo diferente das vias de sinalizacdo do NF«xB e da regulagcéo
exercida pelo PPAR-y na transcricdo génica e ativacdo dos componentes dos
corpusculos lipidicos. Contudo, é importante ainda esclarecer como o p50 e o cRel
se comportam nesses animais.

As diferencas nos padrées de respostas entre o0s camundongos
suscetiveis a maléria cerebral sugerem que os mecanismos responsaveis pelo
desencadeamento da forma cerebral também devem ser diferentes entre essas duas
linhagens de camundongos e sugere gque iSSO possa ser extensivo para o humano,
gue mostra expressdes clinicas diferenciadas e também com gravidades diferentes.
Contudo, um achado comum entre 0s animais que evoluiram para a malaria cerebral
foi a presenca tanto de citocinas anti-inflamatorias quanto pro-inflamatorias,
sugerindo que ambas respostas devem contribuir para o desenvolvimento da
sindrome neuroldgica.

Em conclusdo, nossos dados mostraram que varios parametros
observados nos camundongos suscetiveis a malaria cerebral sdo compartilhados ou

nao com o0s seres humanos e que a escolha do modelo experimental para pesquisas
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em malaria deve levar em consideracdo a linhagem do camundongo e suas
capacidades individuais de resposta. Além disso, nossos dados contribuiram para
aumentar a compreensdo de como as vias intracelulares que sao preferencialmente
estimuladas podem contribuir para determinar expressodes clinicas tdo diferentes,
como a morte precoce pela malaria cerebral (C57BL/6 e CBA) ou a morte tardia pela
anemia (BALB/c), que sao determinadas por cada interacdo parasito-hospedeiro e

que sdo dependentes das caracteristicas de cada hospedeiro.
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CONCLUSOES



1. Os camundongos C57BL/6 infectados com o Plasmodium berghei ANKA
morreram precocemente a partir do sexto dia de infeccdo com a mais alta
parasitemia e uma resposta imune preponderantemente inflamatéria (Figura 38).
No sexto dia de infeccdo as seguintes alteracbes foram observadas: a) Houve
aumento da producdo do H,O, e diminuicdo do NO; b) A determinacdo das
citocinas no homogenato do tecido cerebral mostrou que as citocinas IL-10 e
FNT-o estavam mais elevadas nos animais infectados do que nos néo infectados
e que nao houve modificacdo da concentracdo das citocinas IL-4, IL-12 e IL-17
nos animais infectados em relacdo aos ndo infectados; c¢) Embora tenha
aumentado a expressdo do inflamassoma NALPR1, houve diminuicdo da
producdo da IL-1B; d) A presenca de corpusculos lipidicos nos macréfagos
peritoneais foi paralela ao aumento discreto de PPAR-y no nucleo; e) A
expressao de 5-LOX foi maior do que a de COX-2. A 5-LOX foi observada nas
células cerebrais, nos vasos congestionados do cérebro e no endotélio vascular
do cerebelo, enquanto, a COX-2 foi expressa nas células cerebrais e nos vasos
com células aderidas. N&do houve alteracdo da quantidade de 5-LOX e de COX-2
na microglia; f) Apenas a via de sinalizacdo candnica do NFxB foi ativada. E
possivel que esses resultados tenham sido responsaveis pelas seguintes
alteracbes histopatologicas observadas no modelo C57BL/6 infectado: a)
permeabilidade vascular muito aumentada; b) grande congestdo vascular; c)
obstrucao vascular por leucécitos; d) aderéncia principalmente de leucdcitos; €)

raros focos de micro-hemorragia; e f) raros focos com infiltrado leucocitario.

2. Os camundongos CBA infectados com o Plasmodium berghei ANKA morreram a
partir do oitavo dia de infeccdo e parasitemia menor do que a dos camundongos
C57BL/6 (Figura 39). Dois dias antes do inicio da morte nesse grupo, a resposta
imune apresentou uma tendéncia a um padréo inflamatério mais equilibrado. No
sexto dia de infeccdo as seguintes alteracbes foram observadas: a) Ndo houve
alteracdo na producéao do H,O, e de NO; b) No homogenato do tecido cerebral
houve diminuigéo das citocinas IL-10 e FNT-a e nenhuma alteragéo da IL-12 em
relacdo aos animais néo infectados, enquanto que as citocinas IL-4 e IL-17, que
estavam elevadas em relacdo aos outros modelos, se encontravam em niveis
mais baixos em relagcdo aos animais nao infectados; ¢) Embora tenha havido
ativacdo do inflamassoma NALPR1, ndo houve alteracdo da IL-13; d) O aumento

dos corpusculos lipidicos nos macréfagos peritoneais apés a infeccao foi paralela
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a uma diminuicdo da quantidade total e citoplasmatica de PPAR-y; e) A
expressao de COX-2 predominou sobre a de 5-LOX nos animais infectados. A
COX-2 foi observada nas células cerebrais e nos vasos congestionados do
cérebro, enquanto, a 5-LOX foi expressa somente nas ceélulas cerebrais. Nem na
microglia e nem nos macrofagos houve aumento da expresséo de 5-LOX e COX-
2; f) A duas vias de sinalizagéo, canonica e ndo-canénica, foram ativadas, mas
houve predominio da atividade n&o-candnica no ntcleo, pela infec¢éo. E possivel
gue esses resultados tenham sido responsaveis pelas seguintes alteracdes
histopatologicas observadas no modelo CBA infectado: a) permeabilidade
vascular aumentada; b) congestdo vascular; c) raros vasos obstruidos com
leucdcitos; d) aderéncia de leucdcitos e, em maior quantidade, de eritrocitos e; e)

raros focos de micro-hemorragia

. Os camundongos BALB/c infectados com o Plasmodium berghei ANKA
comecaram a morrer a partir do oitavo dia de infeccéo, porém, 50% dos animais
s6 morreram em torno da terceira semana apoés a infeccéo (Figura 40). No oitavo
dia da infecgdo, a parasitemia ainda estava baixa. No sexto dia de infecgao, os
camundongos BALB/c ndo apresentaram padrdo de resposta anti- ou pro-
inflamatoria, fato evidenciado pelos seguintes resultados: a) Nao houve alteracao
na producdo do H,O, e do NO pela infeccdo; b) No homogenato do tecido
cerebral houve diminuicdo das citocinas IL-10 e FNT-o e nenhuma alteragédo das
IL-12, IL-4 e IL-17 apOs a infeccdo, que se mantiveram em niveis baixos; c)
Embora tenha havido ativacdo do inflamassoma NALPR1, ndo houve alteragao
da producédo de IL-1B; d) A presenca de corpusculos lipidicos nos macrofagos
peritoneais foi paralela a diminuicdo da quantidade total e citoplasméatica de
PPAR-y que foi devida a uma maior translocacdo do PPAR-y, para o ndcleo apoés
a infeccéo; e) Nao houve aumento da expressdo de COX-2 e 5-LOX em células
ou vasos cerebrais e cerebelares; f) A duas vias de sinalizacdo do NFkB,
canbnica e nao-canbnica, foram ativadas, mas houve predominio da atividade
canbnica no ndcleo ap6s a infecgdo. Os camundongos BALB/c ndo apresentaram
sinais clinicos de maléaria cerebral, como também néo apresentaram aumento da
permeabilidade vascular. Mas, algumas regifes focais de micro-hemorragia e
infiltrado inflamatério foram observadas nos animais infectados. Esses animais
apresentaram ainda raros vasos obstruidos por leucdcitos, pouca congestao

vascular e aderéncia de eritrécitos e leucécitos.
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4. Nossos resultados mostraram que a via canodnica do NFxB parece estar
relacionada com o processo inflamatério que leva ao desenvolvimento da forma
cerebral, uma vez que os camundongos C57BL/6 que apresentaram o desenlace
mais rapido pela infeccdo soO ativaram essa via. Por outro lado, a ativacédo da via
ndo candnica parece interferir no desenvolvimento da forma grave, melhorando
0s mecanismos inflamatérios gerados pela via candnica ou por alterar a formacéo
dos dimeros do RelA no citoplasma, como visto hos camundongos BALB/c, ou
por inibir sua translocacdo para o ndcleo. A via ndo candnica deve, inclusive,
atenuar o espectro de ativacéo celular pela sintese de proteinas envolvidas nos
mecanismos regulatorios e proliferativos assim como deve refletir na produgéo de
proteinas de adesédo e de citocinas diferentes daquelas estimuladas pela via ndo
canbnica, uma vez que os camundongos CBA, que também desenvolvem a
malaria cerebral, morrem um pouco depois dos camundongos C57BL/c com
diferente padrdo de sequestro vascular e producdo de citocinas. A via nao
candnica na malaria humana néo foi ainda estudada, mas nossos achados
sugerem, pela primeira vez, que a ativacao dessa via pode explicar os diferentes
espectros de producéo de citocinas e de alteracdes neuroldgicas e sistémicas da
malaria. Contudo, mais estudos precisam ser realizados para melhor avaliar a via
de transducdo do NFxB que é induzida pela infeccdo, uma vez que essas
informacdes podem possibilitar o conhecimento de moléculas chaves que podem

ser alvo de novos tratamentos.

5. Nossos resultados também estabelecem um papel importante para o PPAR-y na
resisténcia a forma cerebral, uma vez que essa proteina se encontra aumentada
e intensamente translocada para os nucleos dos macrofagos nos camundongos
BALB/c, que séo resistentes a malaria cerebral, 0 mesmo ndo ocorrendo nos
camundongos suscetiveis. Além disso, a presenca do PPAR-y deve ter regulado
as acdes da via do NF«xB, ja que na linhagem resistente BALB/c ndo houve
alteracéo, ou houve diminuicdo dos mediadores inflamatérios como IL-1p, IL-12,
FNT-a, COX-2, 5-LOX, NO e H;0,, que foram estudados no presente trabalho e
que sao regulados por esta via. Portanto, esses dados sugerem que o PPAR-y
desempenha um papel protetor na malaria, e que os mecanismos reguladores da
via do NF«B poderiam ser alvos importantes para a prevencgao da forma cerebral

da doenca.
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6. Um achado comum entre os animais que evoluiram para a malaria cerebral foi a
presenca tanto de citocinas anti-inflamatorias (CBA: IL-4 e C57BL/6: IL-10)
quanto pré-inflamatérias (CBA: IL-17 e C57BL/6: FNT-a), sugerindo que ambas
as respostas contribuem para o desenvolvimento da sindrome neurologica e
também que diferentes citocinas podem desempenhar um papel importante na
doenca. Além disso, o padrdo de producédo de FNT-a e IL-10 antes da infeccao
pode ter influenciado nas respostas imunitarias iniciais dos camundongos BALB/c
e CBA contra o Plasmodium e contribuido para as alteracbes cerebrais
tardiamente nos camundongos C57BL/6, sugerindo que o momento em que as
citocinas sao secretadas pode determinar a resolucdo ou a persisténcia e
gravidade da infeccdo malérica. Isso demonstra que o uso de terapias
anticitocinas em humanos como forma coadjuvante de tratamento pode ter um
papel limitado na prevencao dos danos neuroldgicos e deve sempre considerar a
unidade de tempo, uma vez que, ao bloquear a agcdo da citocina, isso pode
desequilibrar a dindmica entre os mecanismos anti-plasmodiais iniciais e 0s

mecanismos imunopatoldgicos tardios.

7. Em conjunto, nossos dados sugerem que as trés linhagens de camundongos
apresentaram mecanismos imunofisiopatogénicos diferentes para as alteracdes
determinadas pelo Plasmodium berghei ANKA e que a hiperativagéo do sistema
imunitario que ocorre na maléria provavelmente estd relacionada com as
caracteristicas genéticas individuais que determinardo o tipo de evolucdo da
doenca. As diferencas dos padrdes de respostas observadas entre os dois
modelos de camundongos suscetiveis a malaria cerebral (C57BL/6 e CBA)
sugerem que existem diferentes mecanismos determinando as alteracbes
cerebrais nos camundongos e possivelmente isto também deve ocorrer no ser
humano. Por isso, é improvavel que apenas um unico modelo consiga reproduzir
a complexidade e o espectro de respostas observadas na malaria humana. Por
isso, a utilizacdo de varios modelos experimentais deve ser mais adequada para
compreensao da doenca e para a busca de mecanismos em comuns que
possam ser alvos para o estudo de novas terapéuticas, contudo, em situacdes de
restricbes do uso de animais para experimentacdo, a escolha do modelo
experimental para estudos em malaria deve sempre levar em consideragdo o

mecanismo a ser estudado.
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Em concluséo, apesar dos modelos murinos nao reproduzirem fielmente a
alteracbes imunopatologicas da malaria humana, os estudos nestes animais tem
contribuido muito para explicar os detalhes das interagbes moleculares e o0s
mecanismos desencadeados no interior da célula que refletem vérias alteracbes que
sdo observadas em seres humanos. A utilizacdo dos modelos experimentais possui
vantagens sobre os estudos em humanos, primeiro porque a isogenia facilita a
reprodutibilidade dos mecanismos nos estudos com novas drogas e com vacinas, e
segundo, porque apesar de genes poderem ser bloqueados ou nocauteados em
células humanas, a visualizacdo dos seus efeitos sobre a evolucdo da doenca so6 &
possivel em animais nocauteados. Assim, nosso contribui para esclarecer a
interacdo e a importancia de varios mecanismos inflamatorios que ainda ndo séo
totalmente conhecidos na malaria e que podem ser alvos de futuras intervencdes
terapéuticas. O entendimento desses mecanismos, contudo, produzird sua maior
contribuicdo quando ele for capaz de junto, com outros, diminuir a inaceitavel alta

morbidade e mortalidade pela doenca.
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PARASITEMIA: mais alta
SOBREVIDA: 12 dias

MORTALIDADE: 6° dia

NAO ALTEROU: IL-4, IL-12 e IL-17

DIMINUIU: IL-1p, NO & 5-LOX nos M& MO - Macréfagos

AUMENTOU: FNT-¢., IL-10, PPAR-y discretamente no nucleo,
H202, ASC, CASPASE 1, NALPR1, 5-LOX nos vasos p3 e células
e COX-2 nas células

L - leucocitos
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Figura 38. Alteragcfes e mecanismos inflamatérios apresentados pelo modelo susceptivel a maléria cerebral C57BL/6.

140



PARASITEMIA: mais baixa

SOBREVIDA: 12 dias

MORTALIDADE: 8° dia

NAO ALTEROU: IL-1p, IL-12, NO e H202
DIMINUIU: FNT-¢, IL-10, RelB e PPAR-y no citoplasma dos M

AUMENTOU: RelA no nucleo e citoplasma, RelB e p52 no nucleo
dos M@, COX-2 E 5-LOX nas células cerebrais, COX-2 nos vasos

p3, NALPR1, ASC e Caspase 1
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ADERENCIA DE ERITROCITOS AUMENTADA E PRESENGA DE LEUCOCITOS ADERIDOS

Figura 39. Alteraces e mecanismos inflamatérios apresentados pelo modelo susceptivel a malaria cerebral CBA.
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PARASITEMIA: mais baixa

SOBREVIDA: 18 dias

MORTALIDADE: 8° dia
NAO ALTEROU: IL-1B, IL-4, IL-12 & IL-17, H:02, NO, COX-2 e 5-LOX
DIMINUIU: FNT-a & IL-10

AUMENTOU: RelA e p52 no nucleo e citoplasma, RelB no citoplasma e
PPAR-y no nucleo, Caspase 1 e ASC

Espago
perivascular

POUCOS VASOS COM CONGESTAO VASCULAR, ADERENCIA DE LEUCOCITOS E DE ERITROCITOS
RAROS VASOS COM OBSTRUGAO VASCULAR POR LEUCOCITOS

RAROS FOCOS DE HEMORRAGIA E DE INFILTRADOS LEUCQCITARIO

Figura 40. Alteracbes e mecanismos inflamatorios apresentados pelo modelo ndo susceptivel & maléria cerebral BALB/c.
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Tabela A-01

Parasitemia (%) de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados com 10° eritrcitos parasitados
com P. berghei ANKA no terceiro, quinto e oitavo dia apds infeccao.

Parasitemia (%)

GRUPOS
n Mediana Quartis Extremos Média + DP

3° dia 0,1 0,0-0,4 0,0-0,8 0,2+0,1
BALB/c 21 5° dia 2,4 0,4-8,2 0,0-10,6 42+4]1
8°dia 15,7 8,6 —22,7 6,4-32,3 16,4 + 8,2
3° dia 1,0 0,0-1,6 0,0-3,0 1,1+£0,9
CBA 24 5° dia 5,0 2,0-6,1 0,8-8,0 43+23
8°dia 12,0 9,5-15,7 5,0-23,7 124+ 45
3° dia 2,6 1,0-3,0 0,8-4,4 23+1,3
C57BL/6 13 5° dia 16,6 13,5-18,0 10,0-20,4 15,8+ 3,2
8°dia 26,5 16,5-31,5 8,8—-35,8 249+8,8

Andlise em lamina por microscopia optica. 3° dia: p=0,005 (Kruskal-Wallis, segundo método de Dunn:
iBAL<iCBA e iBAL<iC57). 5° e 8° dia: p<0,0001 (ANOVA, segundo o método comparativo de Student-
Newman-Keuls: iC57>iBAL~iCBA).

Tabela A-02

Influéncia da infeccdo malérica sobre a producédo basal de éxido nitrico, in vitro, no sexto dia de
infeccdo, pelos macrofagos peritoneais de camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis
(CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

Oxido Nitrico (NO, uM) — Basal

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 8 6,0 51-9,8 3,2-10,2 6,8+0,9
iBAL 10 8,0 6,0-11,5 44-12,1 8,3+0,9
CBA 9 5,8 54-99 49-125 7,4+0,9
iCBA 8 6,3 51-7,1 49-9,1 6,405
C57 7 10,1 5,7-20,3 4,9-22,0 126 £2,7
iC57 9 4,9 43-6,1 4,4-65 52+0,3

Método de Griess. Infectados: p=0,008 (ANOVA). Segundo o método comparativo de Student-
Newman-Keuls: iBAL>IC57. iBAL>IC57: p=0,008 e C57>iC57: p=0,033 (Teste t com correcdo pelo
método de Welch).
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Tabela A-03

Influéncia da infecgdo malarica sobre a producdo basal de peréxido de hidrogénio, in vitro, no sexto
dia de infeccdo, pelos macrofagos peritoneais de camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e
suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maldria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

Peréxido de hidrogénio (uM/1,5x10°> M@/h) - Basal

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 7 5,8 5,3-13,0 0,4 -18,9 8,1+23
iBAL 9 11,3 4,9-20,3 2,3-26,2 122+2,8
CBA 8 8,4 7,1-18,7 6,8 -—20,5 119+21
iCBA 8 12,3 9,4-145 7,4-19,9 126+14
C57 9 5,4 3,3-6,3 0,6-7,6 4,7+0,71
iC57 10 7,6 6,7 —8,6 43-11.1 7,6 0,6

Microtécnica de Pick e Keisari. Nao infectados: p=0,008 (Kruskal-Wallis), Segundo o teste
comparativo de Dunn: CBA>C57. iCBA>IC57: p=0,008 (Teste t com correcdo de Welch). CBA>C57:
p=0,004 e C57<iC57: p=0,004 (Teste t).

Tabela A-04

indice corpuscular do sexto dia de infecgdo dos camundongos néo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis
(CBA e C57BL/6) a maléaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

indice Corpuscular

GRUPOS

n Mediana Quartis Extremos Média + DP
BAL 9 10,1 2,0-16,9 1,0-18,6 9,3+24
iBAL 9 102,4 25,4 -252,3 11,6 — 345,8 131,0+42,0
CBA 9 5,0 2,7-19,7 1,0-251 10,5+3,5
iCBA 9 90,8 37,4 -269,1 8,0 -323,3 143,8 £ 40,3
C57 9 54 1,3-9,5 0,5-11.8 53+x14
iC57 9 163,8 83,8 —226,1 14,4 - 275,5 149,0 + 28,8

Técnica de coloragdo com Oil Red. BAL<IiBAL: p=0,02, CBA<IiCBA: p=0,011, C57<iC57: p=0,001
(Teste t com correcédo de Welch).
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Tabela A-05

Quantidade média de corpusculos lipidicos presentes no citoplasma dos macréfagos dos
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

Média de Corpusculos Lipidicos

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 9 15 08-19 03-24 1,4+0,2
iBAL 9 2,7 1,8-45 1,3-77 34+0,7
CBA 9 1,3 0,4-2,0 0,0-3,1 1,4+0,3
iCBA 9 3,7 2,6-4,7 21-52 3,7+0,2
C57 9 15 08-1,7 0,7-2,4 1,3+0,2
iC57 9 4,5 29-78 1,8-10,7 53+1,0

Técnica de coloracdo com Oil Red. BAL<IiBAL: p=0,017 e C57<iC57: p=0,005 (Teste t com correcdo
de Welch). CBA<iCBA: p=0,0002 (Teste t).

Tabela A-06

Quantidade de macréfagos com corpusculos lipidicos no citoplasma dos camundongos nao
suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou ndo com P.
berghei ANKA no sexto dia de infecc@o malarica.

Macrofagos (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média = DP
BAL 9 4.3 1,6-9,0 0,8-11,0 54+13
iBAL 9 33,3 10,6 — 46,1 7,3-67,0 31,8+£6,7
CBA 9 4,5 0,2-6,6 0,0-13,5 43+14
iCBA 9 34,0 9,5-59,8 3,8-63,0 33,9+8,4
C57 9 2,5 1,0-55 0,7-8,0 33+0,9
iC57 9 36,7 17,2 -40,5 6,5-52,5 30,7+£5,1

Técnica de coloracdo com Oil Red. BAL<IiBAL: p=0,005, CBA<ICBA: p=0,008 e C57<iC57: p=0,0007
(Teste t com correcédo de Welch).
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Tabela A-07

Intensidade de Fluorescéncia Média Total da proteina RelA (p65) nos macrofagos dos camundongos
nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou nao
com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malérica.

RelA (p65) Total (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,34 0,25-0,89 0,23-1,15 0,53+0,17
iBAL 5 2,02 1,90-2,19 1,80-2,19 2,04 £ 0,07
CBA 5 0,00 0,00 - 0,24 0,00 - 0,49 0,10 + 0,09
iCBA 5 1,16 1,06 - 1,62 1,05-1,74 1,31+0,14
C57 5 0,00 0,00-0,11 0,00-0,11 0,04 + 0,03
iC57 5 1,17 0,97 — 2,06 0,95-2,26 1,44 £ 0,26

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. Nao infectados: p=0,020 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: BAL>C57. BAL>C57: p=0,008, BAL<iBAL: p=0,008,
CBA<ICBA: p=0,011, C57<iC57: p=0,011 e iBAL>ICBA: p=0,008 (Mann-Whitney).

Tabela A-08

Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear da proteina RelA (p65) nos macréfagos dos
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

RelA (p65) Nuclear (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,06 0,02 -0,16 0,00 -0,24 0,08 + 0,04
iBAL 5 0,57 0,38 -0,75 0,34-0,77 0,56 =+ 0,08
CBA 5 0,00 0,00 - 0,07 0,00-0,14 0,03 + 0,02
iCBA 5 0,26 0,12 -0,28 0,07 -0,28 0,21 + 0,04
C57 5 0,00 0,00 — 0,09 0,00 - 0,09 0,03 + 0,02
iC57 5 0,49 0,19 - 0,50 0,11 - 0,50 0,37 + 0,08

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImagelJ. Infectados: p=0,022 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: iBAL>ICBA (0,008). iBAL>ICBA: p=0,008, BAL<iBAL:
p=0,008, CBA<IiCBA: p=0,018 e C57<iC57: p=0,011 (Mann-Whitney).
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Tabela A-09

Intensidade de Fluorescéncia Média Citoplasmatica da proteina RelA (p65) nos macréfagos dos
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

RelA (p65) Citoplasmatico (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,32 0,24 -0,73 0,17-0,91 0,45+0,13
iBAL 5 1,46 1,35-1,60 1,31-1,63 1,48 £ 0,06
CBA 5 0,00 0,00-0,17 0,00 - 0,34 0,07 £ 0,06
iCBA 5 1,00 0,89-1,35 0,80 —1,46 1,10+ 0,11
C57 5 0,00 0,00 - 0,02 0,00 — 0,02 0,01 + 0,00
iC57 5 0,89 0,68 — 1,56 0,51-1,77 1,07 £ 0,22

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. N&o infectados: p=0,02 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: BAL>C57. BAL>C57: p=0,008, BAL<iBAL: p=0,008,
CBA<IiCBA: p=0,012, C57<iC57: p=0,011 e iBAL>ICBA, p=0,046 (Mann-Whitney).

Tabela A-10

Razéo da Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear:Citoplasmética da proteina RelA (p65) nos
macrofagos dos camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a
malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

RelA (p65) Razéo Nuclear:Citoplasmatica (IFM)

GRUPOS
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,143 0,057 — 0,322 0,000-0,374 0,180 + 0,065
iBAL 5 0,348 0,248 — 0,550 0,235-0,552 0,389 + 0,068
CBA 5 0,000 0,000 — 0,021 0,000 -0,422 0,084 + 0,084
iCBA 5 0,192 0,119 - 0,278 0,075-0,346 0,197 + 0,044
C57 5 0,057 0,000 — 4,526 0,000-5,729 1,822 + 0,409
iC57 5 0,313 0,119 - 0,278 0,075-0,346 1,168 + 0,140

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ.
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Tabela A-11

Intensidade de Fluorescéncia Média Total da proteina RelB (p68) nos macrofagos dos camundongos
nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou nao
com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malérica.

RelB (p68) Total (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 2,74 2,19 - 3,75 1,76 — 4,08 2,93+0,39
iBAL 5 8,34 6,18 — 15,40 5,47 -17,74 9,98 + 2,68
CBA 5 2,72 2,23 -6,55 2,08 — 8,20 4,06 £ 1,15
iCBA 5 5,14 4,68 — 7,53 4,46 — 7,95 5,91+ 0,68
C57 5 0,64 0,00 — 2,39 0,00 — 3,53 1,08 + 0,65
iC57 5 1,93 0,00 -2,21 0,00 - 2,46 1,27 £ 0,53

Captura da imagem em confocal e andlise pelo Imaged .

Infectados: p=0,005 (Kruskal-Wallis).

Segundo método de Dunn: IBAL>IC57 e iCBA>IC57. iBAL>IC57:p=0,016, iCBA>IC57: p=0,008 e

BAL<iBAL: p=0,016 (Mann-Whitney).

Tabela A-12

Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear da proteina RelB (p68) nos macréfagos dos
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

RelB (p68) Nuclear (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,34 0,23 - 0,56 0,13 -0,58 0,38 £ 0,08
iBAL 5 0,28 0,18 - 3,15 0,16 — 4,10 1,20 £ 0,97
CBA 5 0,25 0,16 - 0,48 0,14 - 0,55 0,31+ 0,08
iCBA 5 1,02 0,69 — 2,05 0,50 — 2,22 1,30+ 0,32
C57 5 0,00 0,00 - 0,32 0,00 - 0,64 0,13+0,13
iC57 5 0,29 0,00 - 0,64 0,00 -0,72 0,31+0,14

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ . CBA<IiCBA: p=0,016 e iC57<iCBA: p=0,016

(Mann-Whitney).
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Tabela A-13

Intensidade de Fluorescéncia Média Citoplasmatica da proteina RelB (p68) nos macréfagos dos
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

RelB (p68) Citoplasmético (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 2,42 1,96 — 3,19 1,62 - 3,55 2,54 +0,32
iBAL 5 8,07 5,99-12,25 5,31-13,64 8,77 1,75
CBA 5 2,47 2,07 - 6,06 1,90 - 7,66 3,75+ 1,08
iCBA 5 4,40 3,85-5,49 3,44 -5,73 4,62 +0,40
C57 5 0,64 0,00 — 2,39 0,00 — 3,53 1,08 + 0,65
iC57 5 1,40 0,00 -1,69 0,00-1,75 0,96 = 0,39

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ. Infectados: p=0,004 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: iBAL>ICBA>IC57. BAL<IBAL: p=0,016, iBAL>ICBA, p=0,032,
iBAL>IC57: p=0,016 e iCBA>IC57: p=0,008 (Mann-Whitney).

Tabela A-14

Razao da Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear:Citoplasmatica da proteina RelB (p68) nos
macréfagos dos camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a
malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infec¢do malérica.

RelB (p68) Razéo Nuclear:Citoplasmatica (IFM)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,148 0,107 -0,178 0,081 -0,205 0,143 + 0,020
iBAL 5 0,035 0,030 - 0,235 0,030-0,300 0,100 + 0,067
CBA 5 0,094 0,066 — 0,099 0,060-0,102 0,084 + 0,008
iCBA 5 0,295 0,160 — 0,372 0,114-0,388 0,272 + 0,050
C57 5 0,000 0,000 - 0,320 0,000-0,640 0,128 +0,128
iC57 5 0,180 0,000 — 0,405 0,000 -0,409 0,198 + 0,091

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ. CBA>ICBA: p=0,008 (Mann-Whitney).
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Tabela A-15

Intensidade de Fluorescéncia Média Total da proteina p52 (NFxB2) nos macréfagos dos
camundongos nado suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

p52 Total (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 6,08 4,80 — 9,64 4,35-11,89 6,99 +1,32
iBAL 5 22,58 21,69 - 29,11 20,99-30,37 24,86+1,80
CBA 5 12,75 6,69 — 24,32 5,89 — 32,32 14,96 + 4,72
iCBA 5 10,84 10,18 — 20,61 9,63 — 30,25 14,48 + 3,94
C57 5 6,08 3,24 -19,32 1,80 - 20,23 10,24 + 3,78
iC57 5 12,45 10,81 -17,04 10,51 -17,38 13,63+1,43

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ. Infectados: p=0,034 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: iBAL>ICBA. BAL<iBAL: p=0,008 (Mann-Whitney).

Tabela A-16

Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear da proteina p52 (NFkB2) nos macréfagos dos
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

p52 Nuclear (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média = DP
BAL 5 0,47 0,18 - 0,56 0,15-0,57 0,39 + 0,09
iBAL 5 2,18 1,70 - 2,63 1,62-2,98 2,17 £ 0,24
CBA 5 1,12 0,37-1,33 0,14-1,39 0,90 + 0,23
iCBA 5 1,69 1,16 - 2,33 0,86 — 2,37 1,72+0,28
C57 5 0,32 0,09 — 2,67 0,00 — 4,15 1,17 £ 0,77
iC57 5 2,04 1,85-2,44 1,70 -2,75 2,12 +0,17

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. BAL<IiBAL: p=0,008 (Mann-Whitney).
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Tabela A-17

Intensidade de Fluorescéncia Média Citoplasmatica da proteina p52 (NFxB2) nos macréfagos dos
camundongos nado suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

p52 Citoplasmético (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 5,46 4,01 - 8,52 3,53-10,73 6,1+1,25
iBAL 5 20,17 19,61 - 27,19 19,44 — 28,65 22,75+ 1,87
CBA 5 11,36 6,33 — 23,13 5,75 -31,20 14,05 + 4,59
iCBA 5 9,27 8,31 -18,93 8,18 — 27,89 12,75 + 3,80
C57 5 5,91 3,08 — 16,65 1,80-17,21 9,07 £ 3,17
iC57 5 10,44 8,41-15,13 8,36 — 15,68 11,51 +1,53

Captura da imagem em confocal e analise pelo Imaged . Infectados: p=0,036 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: iBAL>iC57. iBAL>IC57: p=0,008 e BAL<iBAL: p=0,008
(Mann-Whitney).

Tabela A-18

Razéo da Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear:Citoplasmética da proteina p52 (NFxB2) nos
macréfagos dos camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a
malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

p52 Raz&o Nuclear:Citoplasmatica (IFM)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,060 0,042 - 0,089 0,033-0,104 0,064 + 0,012
iBAL 5 0,085 0,073 -0,132 0,063 -0,150 0,099 + 0,015
CBA 5 0,084 0,030 - 0,104 0,024 -0,122 0,070 + 0,018
iCBA 5 0,178 0,086 — 0,226 0,085-0,270 0,161 + 0,035
C57 5 0,060 0,042 - 0,089 0,033-0,104 0,064 + 0,012
iC57 5 0,085 0,073 -0,132 0,063 -0,150 0,099 + 0,015

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ.
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Tabela A-19

Intensidade de Fluorescéncia Média Total da proteina PPAR-y nos macréfagos dos camundongos
ndo suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléaria cerebral, infectados ou ndo
com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

PPAR-y Total (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 4,10 2,67 —5,86 2,56 - 6,34 4,23 +0,73
iBAL 5 2,34 1,66 — 2,50 1,24 - 2,60 2,13+0,24
CBA 5 5,03 3,24-6,44 2,13-7,29 4,88 +0,84
iCBA 5 1,27 0,69 — 2,26 0,66 — 2,89 1,43+0,41
C57 5 3,92 2,65-5,15 2,27 -6,03 3,90+ 0,63
iC57 5 2,87 2,14 -3,81 2,03 -3,95 2,95+ 0,38

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ. BAL>BAL: p=0,016 e CBA>ICBA: p=0,016
(Mann-Whitney).

Tabela A-20

Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear da proteina PPAR-y nos macrofagos dos camundongos
nao suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou nao
com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malérica.

PPAR-y Nuclear (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média = DP
BAL 5 0,04 0,03-0,11 0,02 -0,17 0,06 + 0,03
iBAL 5 0,34 0,19-0,48 0,12 - 0,54 0,34 £ 0,07
CBA 5 0,15 0,10-0,21 0,05-0,24 0,15 + 0,03
iCBA 5 0,04 0,00 - 0,25 0,00 - 0,32 0,12 + 0,06
C57 5 0,47 0,37 -0,61 0,35-0,64 0,49 + 0,05
iC57 5 0,32 0,15-0,47 0,00 - 0,58 0,31 + 0,09

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. Nao infectados: p=0,004 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn; BAL<C57 e C57>CBA (0,008). BAL<C57: p=0,008, C57>CBA:

p=0,008 e BAL<IiBAL: p=0,016 (Mann-Whitney).
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Tabela A-21

Intensidade de Fluorescéncia Média Citoplasmatica da proteina PPAR-y nos macrofagos dos
camundongos nado suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

PPAR-y Citoplasmatico (IFM)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 4,15 2,69 -5,83 2,59 -6,24 4,24 +0,71
iBAL 5 1,88 1,52-2,17 1,18-2,33 1,86 £ 0,19
CBA 5 4,89 3,14 -6,23 2,07 - 7,05 4,72+ 0,81
iCBA 5 1,08 0,72 -2,08 0,70 - 2,57 1,34 +0,35
C57 5 3,34 2,16 — 4,71 1,92-5,63 3,42 +0,64
iC57 5 2,51 1,70 - 3,67 1,45 - 4,00 2,65+ 0,46

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. BAL>BAL: p=0,008 e CBA>ICBA: p=0,016;

(Mann-Whitney).

Tabela A-22

Razdo da Intensidade de Fluorescéncia Média Nuclear:Citoplasmatica da proteina PPAR-y nos
macrofagos dos camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e dos suscetiveis (CBA e C57BL/6) a
malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA no sexto dia de infeccdo malarica.

PPAR-y Razéo Nuclear:Citoplasmatica (IFM)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média = DP
BAL 5 0,014 0,006 — 0,022 0,006 — 0,027 0,014 + 0,004
iBAL 5 0,147 0,121 - 0,249 0,102-0,291 0,177 + 0,033
CBA 5 0,174 0,097 — 0,224 0,071-0,226 0,163 + 0,032
iCBA 5 0,143 0,048 — 0,276 0,000 - 0,403 0,159 + 0,067
C57 5 0,034 0,028 — 0,034 0,026 — 0,035 0,032 + 0,002
iC57 5 0,028 0,000 - 0,149 0,000-0,173 0,065 + 0,035

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. Nao infectados: p=0,002 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: BAL<C57<CBA. BAL<C57: p=0,012, BAL<CBA: p=0,021,
C57<CBA: p=0,012 e BAL<IBAL: p=0,012 (Mann-Whitney).
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Tabela A-23

Influéncia da infeccéo malarica sobre a expressdo da proteina do complexo inflamassémico NALPR1
nos macrofagos peritoneais no sexto dia de infeccdo em camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e
suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maldria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

NALPR1 (IFM)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 2,157 1,261 — 2,827 0,484 -2,924 2,066 + 0,429
iBAL 5 0,989 0,641 —1,188 0,371-1,189 0,929 + 0,150
CBA 5 0,230 0,126 — 0,349 0,095-0,430 0,236 + 0,057
iCBA 5 0,668 0,372 -0,919 0,292 -0,988 0,650 + 0,127
C57 5 0,000 0,000 0,000 0,000 + 0,000
iC57 5 0,953 0,770 - 1,205 0,668 -1,437 0,980+ 0,126

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. Nao infectados: p=0,002 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: BAL>CBA>C57. BAL>C57: p=0,008, BAL>CBA: p=0,008,
CBA>C57: p=0,008, CBA<iICBA: p=0,016 e, C57<iC57: p=0,011 (Mann-Whitney).

Tabela A-24

Influéncia da infec¢cdo malarica sobre a expresséo da proteina do complexo inflamassémico ASC nos
macrofagos peritoneais no sexto dia de infec¢do em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e
suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

ASC (IFM)
GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,574 0,234 -1,471 0,166 -1,506 0,796 + 0,283
iBAL 5 5,505 4,287 — 8,006 4,218 -8,297 6,019 + 0,847
CBA 5 0,242 0,103 - 0,980 0,000-1,715 0,481 +0,312
iCBA 5 7,628 6,071 — 9,055 5,100-9,344 7,576 + 0,740
C57 5 0,301 0,242 — 1,538 0,224-1,643 0,772 +0,315
iC57 5 4,085 2,697 — 6,596 2,459 -8,909 4,534 +1,146

Captura da imagem em confocal e andlise pelo ImageJ. BAL<iBAL: p=0,008 e CBA<IiCBA: p=0,008

(Mann-Whitney).
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Tabela A-25

Influéncia da infeccdo malarica sobre a expressao da proteina do complexo inflamassémico Caspase-
1 nos macrofagos peritoneais no sexto dia de infeccdo em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e
suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maldria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

Caspase-1 (IFM)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,477 0,118 - 0,525 0,047 -0,541 0,352 £ 0,099
iBAL 5 1,085 0,529 - 1,225 0,325-1,250 0,918+ 0,174
CBA 5 0,000 0,000 0,000 0,000
iCBA 5 0,294 0,230 - 0,350 0,212-0,373 0,290 + 0,028
C57 4 0,000 0,000 0,000 0,000
iC57 5 0,181 0,120 - 0,261 0,106 - 0,304 0,188 + 0,035

Captura da imagem em confocal e analise pelo ImageJ. Nao infectados: p=0,008 e Infectados:
p=0,008 (Kruskal-Wallis). Segundo o teste comparativo de Dunn: BAL>CBA, BAL>C57, iBAL>ICBA e
iBAL>IC57. BAL>CBA: p=0,008, BAL>C57: p=0,016, iBAL>ICBA: p=0,032, iBAL>IC57: p=0,008,
CBA<IiCBA: p=0,011 e C57<iC57: p=0,019 (Mann-Whitney).

Tabela A-26

Influéncia da infecgdo malarica sobre a producéo de Interleucina 1p no homogenato cerebral apos 6
dias de infeccdo em camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

IL 1B (pg/mL) - Homogenato

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média = DP
BAL 5 223 88 - 401 85-448 240+ 72
iBAL 5 124 105 -137 99 -141 121 +7
CBA 5 164 121 - 352 106 — 498 222+71
iCBA 5 307 115-824 100 - 1110 437 + 186
C57 5 339 289 — 383 281 —389 337121
iC57 5 89 81-112 77 —-117 957

Quantificagdo por ELISA. Infectados: p=0,030 (Kruskal-Wallis). Segundo o teste comparativo de
Dunn: iC57<iCBA. iC57<iCBA: p=0,032 e C57>iC57 (Mann-Whitney).
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Tabela A-27

Influéncia da infeccdo malérica sobre a producéo de Interleucina 4 no homogenato cerebral apés 6
dias de infeccdo em camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

IL 4 (pg/mL) - Homogenato

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP

BAL 5 25 14 -73 6-75 40 £ 14
iBAL 5 34 21-70 20-90 43 +13
CBA 5 142 107 -176 101 - 203 142 + 18
iCBA 5 110 73 -170 45 — 206 119+ 26
C57 5 98 82 -106 68 — 111 95+7

iC57 5 85 52 -97 34 -103 76 £12

Quantificagdo por ELISA. N&o infectados: p=0,005 e Infectados: p=0,032 (Kruskal-Wallis). Segundo o
teste comparativo de Dunn: BAL<C57<CBA e iBAL<iCBA. BAL<C57: p=0,032, BAL<CBA: p=0,008,
C57<CBA: p=0,032 e iBAL<ICBA: p=0,032 (Mann-Whitney).

Tabela A-28

Influéncia da infeccdo maléarica sobre a producédo de Interleucina 10 no homogenato cerebral apds 6
dias de infeccdo em camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

IL 10 (pg/mL) - Homogenato

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 16443 16148 — 16892 15945 -17323 16505 + 225
iBAL 5 818 376 — 1357 367 — 1374 857 + 220
CBA 5 7901 7239 - 12860 6851 — 15682 9620 * 1605
iCBA 4 623 562 — 1339 561 — 1558 841 + 241
C57 5 314 199 -1137 189 - 1531 597 + 254
iC57 5 13562 8457 — 14692 4905 - 14956 11972 + 1836

Quantificagdo por ELISA. N&o infectados: p=0,002 e Infectados: p=0,011 (Kruskal-Wallis). Segundo o
teste comparativo de Dunn: BAL>CBA>C57, iBAL<iC57 e iC57>ICBA. BAL>CBA: p=0,008, BAL>C57:
p=0,008, CBA>C57: p=0,008, iBAL<iC57:p=0,008, iC57>iCBA: p=0,016, BAL>IBAL: 0,008,
CBA>iCBA: p=0,016 e C57<iC57: p=0,008 (Mann-Whitney).
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Tabela A-29

Influéncia da infeccdo malarica sobre a producédo de Interleucina 12 no homogenato cerebral apos 6
dias de infeccdo em camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

IL 12 (pg/mL) - Homogenato

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP

BAL 5 174 142 — 208 139 - 227 175+ 16
iBAL 5 155 137 - 168 122 - 180 153+9

CBA 5 257 214 - 272 187 - 281 246 + 16
iCBA 5 202 168 — 231 162 — 248 200+ 15
C57 5 778 147 -1721 126 — 2435 903 + 419
iC57 5 152 137 -726 136 — 1035 376 +173

Quantificagédo por ELISA.

Tabela A-30

Influéncia da infeccdo maléarica sobre a producado de Interleucina 17 no homogenato cerebral apds 6
dias de infeccdo em camundongos néo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

IL 17 (pg/mL) - Homogenato

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 203 136 — 240 133 - 269 191 +£25
iBAL 5 187 151 - 225 123 - 261 188 £ 22
CBA 5 334 288 — 362 271 -385 327 +19
iCBA 5 239 189 — 313 179 — 367 248 + 33
C57 5 213 172 - 264 168 — 268 217+ 21
iC57 5 205 199 — 257 195 - 266 224+ 14

Quantificagdo por ELISA. N&o infectados: p=0,008 (Kruskal-Wallis). Segundo o teste comparativo de
Dunn: BAL<CBA e C57<CBA. BAL<CBA: p=0,008 e C57<CBA: p=0,008 (Mann-Whitney).
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Tabela A-31

Influéncia da infeccdo malarica sobre a producdo de Fator de Necrose Tumoral o no homogenato
cerebral apés 6 dias de infeccdo em camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e
C57BL/6) a maléaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

TNF o (pg/mL) - Homogenato

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 4111 4037 — 4223 3986 — 4331 4126 + 56
iBAL 5 204 94 — 339 92 — 343 214+ 55
CBA 5 1975 1810 - 3215 1713 -3920 2405 + 401
iCBA 5 141 70 — 280 0-389 168 + 63
C57 5 79 50 - 285 47 — 383 149 + 64
iC57 5 3390 2114 — 3673 1226 — 3739 2993 + 459

Quantificagdo por ELISA. N&o infectados: p=0,002 e Infectados: p=0,009 (Kruskal-Wallis). Segundo o
teste comparativo de Dunn: BAL>CBA>C57, iBAL<iC57 e iC57>ICBA. BAL>CBA: p=0,008, BAL>C57:
p=0,008, C57<CBA: p=0,008, iBAL<iIC57 e iC57>ICBA (Mann-Whitney).

Tabela A-32

Influéncia da infec¢@o malarica sobre a producéo de Ciclooxigenase 2 nas células cerebrais no sexto
dia de infec¢do em camundongos néo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) & maléria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Células Cerebrais Positivas (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 1,40 0,70 — 4,46 0,60 — 6,45 2,35+1,08
iBAL 4 3,50 2,00-10,71 1,80-12,81 5,40 + 2,53
CBA 4 3,77 1,69 -6,20 1,40 - 6,60 3,89+1,17
iCBA 4 14,76 9,11 -18,21 7,24 -19,35 14,03+ 2,51
C57 5 3,20 1,70-4,42 0,60 -4,73 3,09+0,71
iC57 7 14,34 4,47 - 33,73 3,90 — 39,54 18,49 £ 5,43

Avaliacdo por imunohistoquimica. CBA<iCBA: p=0,029 e C57<iC57: p=0,018 (Mann-Whitney).
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Tabela A-33

Influéncia da infeccdo malarica sobre a producdo de Ciclooxigenase 2 nas células cerebelares no
sexto dia de infeccdo em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a
malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Células Cerebelares Positivas (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 3,20 0,85 - 6,55 0,40 - 7,60 3,60+ 1,33
iBAL 5 4,00 2,09 - 6,20 1,20-7,20 4,11+1,01
CBA 3 2,80 2,80 -7,62 2,80-7,62 4,41+1,61
iCBA 3 7,20 6,53 -15,18 6,53 -15,18 9,64+2,78
C57 6 6,80 3,30-7,80 0,00 — 9,60 5,80+ 1,35
iC57 4 7,83 1,92 - 9,50 0,00 — 10,00 6,42 + 2,20

Avaliacao por imunohistoquimica.
Tabela A-34

Porcentagem de vasos cerebrais com padrao 0 para Ciclooxigenase 2 apds seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebrais — Padrdo 0 (%)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 70,00 68,34 — 81,67 66,67 — 86,67 74,00 + 3,56
iBAL 4 60,00 42,29 - 68,33 37,50-70,00 56,88+7,01
CBA 4 63,34 42,50 — 81,67 36,67 - 86,67 62,50 + 10,31
iCBA 4 30,00 17,50 — 32,50 13,33-33,33 26,67 +4,51
C57 5 60,00 31,67 — 85,00 20,00 - 86,67 58,67 + 12,50
iC57 8 19,11 4,58 — 55,00 3,33-83,33 29,57+10,34

Avaliagdo por imunohistoquimica. CBA>ICBA: p=0,029 (Mann-Whitney).
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Tabela A-35

Porcentagem de vasos cerebrais com padrdo 1 para Ciclooxigenase 2 apds seis dias de infec¢cdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou nao com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebrais — Padrdo 1 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 13,33 10,00 — 21,67 6,67 — 23,33 15,33 +2,91
iBAL 4 23,34 15,00 — 31,67 13,33-33,33  23,33+4,30
CBA 4 28,34 12,50 — 41,67 10,00 — 43,33 27,50 + 7,62
iCBA 4 40,00 24,17 — 48,33 20,00 -50,00 37,50 £ 6,44
C57 5 13,33 13,33 -40,00 13,33 - 46,67 24,00 + 6,87
iC57 8 40,84 27,50 — 53,61 16,67 — 56,67 39,93 + 5,00

Avaliacdo por imunohistoquimica.
Tabela A-36

Porcentagem de vasos cerebrais com padrao 2 para Ciclooxigenase 2 apos seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebrais — Padréo 2 (%)

GRUPOS

n Mediana Quartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,00 0,00 — 11,67 0,00 — 13,33 4,67 £2,91
iBAL 4 11,25 5,00 — 15,63 3,33 -16,67 10,63 £ 2,79
CBA 4 6,67 3,33-15,00 3,33-16,67 8,33+ 3,19
iCBA 4 15,00 10,83 — 21,67 10,00 - 23,33  15,83+2,85
C57 5 6,67 1,67 - 11,67 0,00 — 13,33 6,67 + 2,36
iC57 8 18,34 11,67 — 26,67 0,00 — 44,00 19,81 + 4,63

Avaliacao por imunohistoquimica. C57<iC57: p=0,047 (Mann-Whitney).
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Tabela A-37

Porcentagem de vasos cerebrais com padrao 3 para Ciclooxigenase 2 ap6s seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebrais — Padrdo 3 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,00 0,00 - 5,00 0,00 - 6,67 2,00+ 1,33
iBAL 4 3,34 0,00 - 14,17 0,00 — 16,67 5,84 +3,94
CBA 4 1,67 0,00 - 3,33 0,00 - 3,33 1,67 + 0,96
iCBA 4 21,67 9,17 — 29,17 6,67 — 30,00 20,00 + 5,27
C57 5 0,00 0,00 0,00 0,00
iC57 8 8,33 0,00 - 15,84 0,00 — 33,33 10,00 £ 4,13

Avaliacao por imunohistoquimica. CBA<iCBA:

Tabela A-38

p=0,028 (Mann-Whitney).

Porcentagem de vasos cerebelares com padréo 0 para Ciclooxigenase 2 ap0s seis dias de infeccéo
em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebelares — Padréo 0 (%)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 80,00 66,67 — 96,67 53,33-100,00 81,33+8,00
iBAL 5 47,06 46,41 - 86,67  46,15—100,00 62,64 + 10,68
CBA 3 40,00 26,67 — 53,33 26,67 -53,33 40,00+ 7,70
iCBA 3 26,67 6,67 — 33,33 6,67 — 33,33 22,22 +8,01
C57 5 70,00 28,34 - 76,67 0,00 -80,00 56,00+ 14,51
iC57 5 40,00 16,67 — 55,00 0,00 -60,00 36,67 + 10,22

Avaliagdo por imunohistoquimica.
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Tabela A-39

Porcentagem de vasos cerebelares com padréo 1 para Ciclooxigenase 2 apds seis dias de infeccéo
em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebelares — Padréo 1 (%)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP

BAL 5 5 13,33 3,34 -23,34 0,00 — 26,67
iBAL 5 5 20,00 8,83 28,72 0,00 — 30,77
CBA 5 3 40,00 40,00 40,00

iCBA 5 3 33,33 33,33-46,67 33,33 - 46,67
C57 5 5 26,67 10,00 - 30,00 0,00 — 30,00
iC57 5 5 50,00 30,00 - 63,33 20,00 -73,33

Avaliacao por imunohistoquimica. Nao infectados: p=0,023 e Infectados: p=0,033 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: BAL<CBA e iBAL<iC57. BAL<CBA: p=0,036 e iBAL<iC57:
p=0,046 (Mann-Whitney).

Tabela A-40

Porcentagem de vasos cerebelares com padréo 2 para Ciclooxigenase 2 apds seis dias de infecgdo
em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebelares — Padréo 2 (%)

GRUPOS

n Mediana Quartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,00 0,00 — 13,34 0,00 — 20,00 5,33 + 3,89
iBAL 5 15,38 3,34 -22,16 0,00 — 26,67 13,27 £ 4,60
CBA 3 20,00 6,67 — 33,33 6,67 — 33,33 20,00 + 7,70
iCBA 3 13,33 6,67 — 26,67 6,67 — 26,67 15,56 £ 5,88
C57 5 0,00 0,00 - 6,67 0,00 — 13,33 2,67 + 2,67
iC57 5 20,00 6,67 — 20,00 0,00 - 20,00 14,67 + 3,89

Avaliacao por imunohistoquimica.
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Tabela A-41

Porcentagem de vasos cerebelares com padréo 3 para Ciclooxigenase 2 apds seis dias de infecgéo
em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Vasos Cerebelares — Padréo 3 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 0,00 0,00 0,00 0,00
iBAL 5 0,00 0,00 - 6,79 0,00 - 7,69 2,71+ 1,69
CBA 3 0,00 0,00 0,00 0,00
iCBA 3 33,33 6,67 — 33,33 6,67 — 33,33 24,44 + 8,89
C57 5 0,00 0,00 0,00 0,00
iC57 5 0,00 0,00 -3,34 0,00 - 6,67 1,33+£1,33

Avaliacao por imunohistoquimica. Infectados: p=0,040 (Kruskal-Wallis). Segundo o teste comparativo
de Dunn: iCBA>iC57. iCBA>IC57: p=0,049 (Mann-Whitney).

Tabela A-42

Influéncia da infeccdo maléarica sobre a producdo de Ciclooxigenase 2 nos macrofagos peritoneais no
sexto dia de infeccdo em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a
malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Macroéfagos Peritoneais — Intensidade de fluorescéncia

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 1461 881 — 2445 638 — 3328 1622 + 456
iBAL 3 2308 978 — 2361 978 — 2361 1882 £ 452
CBA 5 767 652 — 1217 631 — 1420 901 + 146
iCBA 4 621 449 — 1794 410 - 2167 955 + 408
C57 5 1644 723 —-3994 39 - 6330 2215+ 1071
iC57 5 1389 908 — 2406 741 — 3392 1603 + 464

Avaliacao por citometria de fluxo.
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Tabela A-43

Influéncia da infeccdo malarica sobre a producéo de Ciclooxigenase 2 na micréglia no sexto dia de
infeccdo em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

COX-2 — Microglia — Intensidade de fluorescéncia

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 23,10 15,75 - 36,45 8,94 — 44,00 25,50 + 5,67
iBAL 4 23,45 9,59 — 28,33 6,32 — 28,60 20,46 £ 5,14
CBA 5 34,80 27,40 - 36,95 23,80-37,80 32,70+ 2,49
iCBA 5 28,80 21,95-41,40 18,40 — 51,80 31,10 + 5,60
C57 5 24,90 18,75 - 36,80 15,90 -47,70 27,20 +5,41
iC57 5 24,60 17,60 — 29,40 12,90 - 30,40 23,72 + 3,05

Avaliacéo por citometria de fluxo.
Tabela A-44

Influéncia da infeccdo malarica sobre a producéo de 5-Lipoxigenase nas células cerebrais no sexto
dia de infeccdo em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Células Cerebrais Positivas (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 1,80 0,70 — 5,98 0,40 - 9,36 3,03+ 1,62
iBAL 4 7,07 2,40 -8,61 1,20- 8,76 6,03+x1,71
CBA 4 2,30 1,30 — 4,05 1,00 - 4,60 2,55+ 0,75
iCBA 4 7,38 5,86 — 16,33 5,54 -19,12 9,85+ 3,13
C57 6 2,50 1,48 - 8,80 0,60 — 10,80 4,38 + 1,67
iC57 8 11,10 8,21-20,11 6,01 — 29,09 1432 +£2,81

Avaliagdo por imunohistoquimica. CBA<iCBA: p=0,029 e C57<iC57: p=0,020 (Mann-Whitney).
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Tabela A-45

Influéncia da infeccdo malarica sobre a producgédo de 5-Lipoxigenase nas células cerebelares no sexto
dia de infecgdo em camundongos néo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléaria

cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Células Cerebelares Positivas (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 4 3,40 0,70 — 5,65 0,00 - 6,20 3,25+ 1,29
iBAL 5 3,88 2,44 — 7,65 1,68 — 10,10 4,81 +1,44
CBA 3 4,23 2,00 - 11,03 2,00 - 11,03 575+2,72
iCBA 3 12,70 5,60 - 18,80 5,60 - 18,80 12,37 £ 3,81
C57 6 3,74 2,40 -9,38 1,20-10,24 5,14 +1,49
iC57 4 6,80 3,20 - 22,87 2,00 — 28,22 10,96 £ 5,87

Avaliagdo por imunohistoquimica.
Tabela A-46

Porcentagem de vasos cerebrais com padrdo O para 5-Lipoxigenase apds seis dias de infeccdo em
camundongos néao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebrais — Padréo 0 (%)

GRUPOS
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
BAL 4 69,10 48,93 - 90,63 46,70 -93,30 69,55 + 11,00
iBAL 4 43,34 31,67 - 70,00 30,00 - 76,67 48,34 + 10,32
CBA 4 61,65 39,80 — 80,80 36,40 -83,30 60,75 + 10,70
iCBA 4 41,67 30,00 — 43,33 26,67 — 43,33 38,33 + 3,97
C57 5 66,70 57,50 — 78,35 56,70 -90,00 67,68 £ 5,95
iC57 7 43,33 27,27 - 63,33 6,67 — 86,67 45,85 + 9,78

Avaliacao por imunohistoquimica.
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Tabela A-47

Porcentagem de vasos cerebrais com padrdo 1 para 5-Lipoxigenase apds seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebrais — Padréo 1 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 4 18,35 4,90 — 32,48 4,30 - 33,30 18,58 + 7,60
iBAL 4 38,34 21,67 — 42,50 16,67 — 43,33 34,17 +5,99
CBA 4 22,00 14,15 - 29,33 13,30-30,00 21,83+4,04
iCBA 4 36,67 23,33 -40,00 20,00 - 40,00 33,33+4,71
C57 5 33,30 15,00 — 39,20 6,70 — 41,70 28,34 + 6,19
iC57 7 22,22 16,67 — 27,27 13,33 -30,00 21,90 + 2,20

Avaliagdo por imunohistoquimica.
Tabela A-48

Porcentagem de vasos cerebrais com padréo 2 para 5-Lipoxigenase apds seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou nao com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebrais — Padréo 2 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 4 9,90 2,18 - 15,30 0,00 — 16,70 9,13 + 3,47
iBAL 4 15,00 8,34 — 26,67 6,67 — 30,00 16,67 £ 4,91
CBA 4 11,65 4,98 — 23,80 3,30-27,30 13,48 £ 5,06
iCBA 4 20,00 15,00 — 25,00 13,33-26,67 20,00+ 2,72
C57 5 3,30 0,00 - 8,35 0,00 -10,00 4,00+1,95
iC57 7 11,11 6,67 — 19,05 0,01 -43,33 15,13 £ 5,27

Avaliacdo por imunohistoquimica.
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Tabela A-49

Porcentagem de vasos cerebrais com padrdo 3 para 5-Lipoxigenase apds seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebrais — Padréo 3 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 4 1,85 0,00 — 4,15 0,00 — 4,30 2,00+ 1,16
iBAL 4 0,00 0,00 - 2,48 0,00 - 3,30 0,83+0,83
CBA 4 3,35 0,00 - 8,50 0,00 -9,10 3,95+2,33
iCBA 4 6,67 0,83-17,50 0,00 - 20,00 8,334,441
C57 5 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,00
iC57 7 19,05 0,01 - 30,00 0,01 - 36,36 15,54 £ 5,85

Avaliacao por imunohistoquimica. C57<iC57: p=0,005 (Mann-Whitney).

Tabela A-50

Porcentagem de vasos cerebelares com padrédo 0 para 5-Lipoxigenase apds seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebelares — Padréo 0 (%)

GRUPOS
n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 4 64,45 13,89 — 88,33 0,00 — 93,33 55,56 + 20,06
iBAL 5 46,67 33,33-83,34  33,33-100,00 56,00+ 12,58
CBA 3 46,15 40,00 - 60,00 40,00 - 60,00 48,72 + 5,91
iCBA 3 26,67 13,33 -50,00 13,33-50,00 30,00 + 10,72
C57 5 60,00 56,67 — 86,67 53,33-93,33  69,33+7,48
iC57 4 34,77 26,67 — 48,22 26,67 —-50,00 36,55+5,89

Avaliagdo por imunohistoquimica. C57>iC57: p=0,019 (Mann-Whitney).
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Tabela A-51

Porcentagem de vasos cerebelares com padrédo 1 para 5-Lipoxigenase apds seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebelares — Padrdo 1 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média = DP
BAL 4 14,45 1,67 — 25,56 0,00 — 26,67 13,89+ 6,31
iBAL 5 26,67 6,67 — 33,33 0,00 — 33,33 21,33 + 6,46
CBA 3 40,00 30,77 — 40,00 30,77 -40,00 36,92 + 3,08
iCBA 3 30,00 20,00 — 46,67 20,00 — 46,67 32,22 +7,78
C57 5 26,67 13,34 — 36,67 6,67 — 40,00 25,33 +5,73
iC57 4 48,10 35,71 — 58,33 33,33 -60,00 47,38 + 5,86

Avaliacao por imunohistoquimica. C57<iC57: p=0,049 (Mann-Whitney).

Tabela A-52

Porcentagem de vasos cerebelares com padrao 2 para 5-Lipoxigenase apés seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados

ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebelares — Padréo 2 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 4 0,00 0,00 - 16,67 0,00 — 22,22 5,56 + 5,56
iBAL 5 20,00 3,34 — 26,67 0,00 — 33,33 16,00 £ 5,81
CBA 3 0,00 0,00 — 23,08 0,00 — 23,08 7,69 + 7,69
iCBA 3 26,67 20,00 - 33,33 20,00 -33,33 26,67 +3,85
C57 5 0,00 0,00 — 13,34 0,00 — 20,00 5,33 + 3,89
iC57 4 15,48 13,57 -19,17 13,33 - 20,00 16,07 £ 1,49

Avaliagdo por imunohistoquimica.
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Tabela A-53

Porcentagem de vasos cerebelares com padrédo 3 para 5-Lipoxigenase apds seis dias de infeccdo em
camundongos nao suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados
ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Vasos Cerebelares — Padrédo 3 (%)

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média = DP
BAL 4 0,00 0,00 0,00 0,00
iBAL 5 0,00 16,67 0,00 - 20,00 6,67 £ 4,22
CBA 3 0,00 20,00 0,00 — 20,00 6,67 + 6,67
iCBA 3 6,67 26,67 0,00 — 26,67 11,11 +£8,01
C57 5 0,00 0,00 0,00 0,00
iC57 4 0,00 0,00 0,00 0,00

Avaliagdo por imunohistoquimica.
Tabela A-54

Influéncia da infeccdo malérica sobre a producédo de 5-Lipoxigenase nos macréfagos peritoneais no
sexto dia de infeccdo em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a
malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Macréfagos Peritoneais — Intensidade de fluorescéncia

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 505 327 — 2369 309 — 2510 1179 + 489
iBAL 3 2371 1852 — 2642 1852 — 2642 2288 + 232
CBA 5 1619 1162 — 1961 851 — 2207 1573 + 219
iCBA 4 1773 1422 — 2004 1314 — 2072 1733 £ 157
C57 4 2542 2469 — 2836 2462 — 2916 2616 + 104
iC57 4 1060 595 - 1589 455 - 1750 1081 £ 265

Avaliacdo por citometria de fluxo. N&o infectados: p=0,038 e Infectados: p=0,031 (Kruskal-Wallis).
Segundo o teste comparativo de Dunn: CBA<C57. CBA<C57: p=0,016 e C57>iC57: p=0,029 (Mann-

Whitney).
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Tabela A-55

Influéncia da infeccdo maléarica sobre a producédo de 5-Lipoxigenase na micréglia no sexto dia de
infeccdo em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria
cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

5-LOX — Micrdglia — Intensidade de fluorescéncia

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 4 6,05 5,16 — 12,80 5,01 — 14,90 8,00 + 2,32
iBAL 3 6,92 4,85 — 23,60 4,85 — 23,60 11,79 £5,93
CBA 5 9,87 7,45-11,75 7,14 -12,00 9,66 + 0,97
iCBA 4 9,60 7,07 - 10,93 6,59 -11,00 9,20+1,03
C57 4 12,20 7,13 -13,78 5,84 -13,90 11,04 +£1,84
iC57 4 11,50 10,33 -19,65 10,10 - 22,20 13,83 +2,82

Avaliacdo por citometria de fluxo.

Tabela A-56

Avaliacdo da permeabilidade vascular cerebral apds seis dias de infeccdo em camundongos néo
suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral, infectados ou ndao com P.
berghei ANKA.

Permeabilidade cerebral

GRUPOS

n Mediana Quiartis Extremos Média + DP
BAL 5 22,30 17,35 -27,20 16,10 — 30,00 22,28+2,41
iBAL 9 15,70 9,00 — 24,85 6,10 — 34,40 16,76 £ 3,21
CBA 5 12,30 9,85-22,15 8,40 — 25,20 15,26 £ 3,04
iCBA 5 38,10 21,60-79,60 17,50-119,40 48,10+ 18,29
C57 5 11,80 7,65 — 18,05 5,00 — 22,30 12,64 + 2,82
iC57 8 45,95 24,98 — 134,90 22,70 — 246,00 78,31 + 28,

Dosagem do Azul de Evans por espectrofotometria. Infectados: p=0,005 (Kruskal-Wallis). Segundo o
teste comparativo de Dunn: iBAL<iC57=iCBA. IBAL<IiCBA: p=0,0019, iBAL<iC57: p=0,004,
CBA<iICBA e C57<iC57 (Mann-Whitney).
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Tabela A-57

Quantidade de regides cerebrais e cerebelares com micro-hemorragia na maléria experimental. Apés seis dias de infec¢éo, a presenca de
micro-hemorragia foi avaliada em camundongos ndo suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a maléria cerebral, infectados
ou ndo com P. berghei ANKA.

Micro-hemorragia (%)

Grupo (n=5)
Testes Cortex Talamo Hipocampo Cerebelo
estatisticos
Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP
BAL 0,0 (0,0-10,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0
iBAL 0,0 (0,0 - 0,0)) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0-0,0) 48+48 0,0 (0,0 -0,0) 3,6+3,6
CBA 0,0 (0,0-0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0
iCBA 0,0 (0,0-0,0) 21+ 21 0,0 (0,0 - 0,0) 31+£31 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0 0,0 (0,0-0,0) 58+5,8
C57 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+ 0,0 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0 0,0 (0,0 - 0,0 0,0£0,0
iCc57 0,0(0,0-2,7) 09+0,9 0,0 (0,0-0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0£0,0 0,0 (0,0-3,3) 11+1,1

Estudo histopatolégico por microscopia Optica em cortes corados com hematoxifilina-eosina. NI: Nao infectados. INF: Infectados. p>0,05 (Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis)
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Tabela A-58

Quantidade de regides cerebrais e cerebelares com infiltrado inflamatério na malaria experimental. Apés seis dias de infeccao, a presenca
de infiltrado inflamatério foi avaliada em camundongos n&o suscetiveis (BALB/c) e suscetiveis (CBA e C57BL/6) a malaria cerebral,
infectados ou ndo com P. berghei ANKA.

Infiltrado Inflamatdrio (%)

Grupo (n=5)
Testes Cortex Talamo Hipocampo Cerebelo
estatisticos
Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP Med (quartis) Média + DP

BAL 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+0,0
iBAL 0,0 (0,0 - 3,2) 1,3+0,8 0,0 (0,0 -5,8) 23+15 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 2,5) 1,0+1,0
CBA 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 — 0,0) 0,0+0,0
iCBA 0,0 (0,0 -5,8) 23+1,8 0,0 (0,0-2,1) 0,84 +0,84 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0 0,0(0,0-0,0) 0,0+0,0
C57 0,0 (0,0-0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 -0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 - 0,0) 0,0+0,0
iC57 0,0 (0,0 - 1,6) 0,7+0,4 0,0 (0,0 - 5,0) 2,0+2,0 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+0,0 0,0 (0,0 —0,0) 0,0+ 0,0

Estudo histopatolégico por microscopia Optica em cortes corados com hematoxifilina-eosina. NI: Nao infectados. INF: Infectados. p>0,05 (Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis)
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APENDICE DE REAGENTES



A) Reagentes Cultilab

*Cultilab Materiais para cultura de células LTDA — Campinas — Sao Paulo - Brasil

- Soro fetal bovino inativado (SFB) — Licen n°: 6874/MA

B) Reagentes Dako

*Dako North America — Carpinteria — California — EUA

— DAB buffer — Cromoégeno e substrato para HRP — cat n®: K3468811-2

C) Reagentes eBioscience

* eBioscience Inc — San Diego — California — EUA

— Interleucina 10 (IL-10) — Ready-SET-Go!® — cat n°: 88-7104
— Interleucina 12 (IL-12) — Ready-SET-Go!® — cat n°; 88-7121
— Interleucina 17 (IL-17) — Ready-SET-Go!® — cat n° 88-7371
— Interleucina 1B (IL-1B) — Ready-SET-Go!® — cat n°: 88-7013
— Interleucina 4 (IL-4) — Ready-SET-Go!® — cat n°: 88-7044

— TNF alpha (TNF-a) — Ready-SET-Go!® — cat n°: 88-7324

D) Reagentes Eurofarma

*Eurofarma Laboratérios LTDA — Sao Paulo — S&o Paulo — Brasil

— Heparina sédica — Heptar 5.000 Ul/mL — registro n° 1.0043.0124/MS —

218548A

E) Reagentes Invitrogen Molecular Probes

*Life Technologies Corporation — Carlsbad — California — EUA

— Anticorpo anti-cabra biotinilado - cat n°: A10518

— Anticorpo anti-IgG de coelho acoplado ao ALEXA 546 — cat n°: A11035
— Pro-long®Gold Antifade reagent — cat n°: P36934

- DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride — cat n°: D1306

lote
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- Bodipy — Fluoroforo lipofilico 4,4-difluoro-3a-4a-diazo-s-indaceno — Bodipy
Lipid Probes — cat n°: 493/503

F) Reagentes Quimibras

*Quimibras Industrias quimicas S/A — Rio de Janeiro — Rio de Janeiro — Brasil

— Acido fosférico — H3PO, — cat n° 0016
— Nitrito de s6dio — NaNO, — cat n°: 10200

G) Reagentes Merck
*Merck KGaA - Norbert Moeren — Darmstadt — Alemanha

— Enthelan — cat n°: 1079600500
— Perdxido de hidrogénio — H,O, — cat n®: 1072101000

— Hidréxido de sédio — NaOH — cat n°: 6498
— Oleo vermelho — oil-red-O (C.I. 26125) — cat n°: 1052300025

H) Reagentes Newprov

*Newprov — Produtos para laboratério — Sdo José dos Pinhais — Paran& — Brasil

— Panotico — Coloragdo hematoldgica Instant Prov — cat n®: 1319

) Reagentes Prothemo

*Prothemo — Sao Paulo — S&o Paulo — Brasil

— Albumina bovina 22% — cat n°; 158

J) Reagentes Roche
* F. Hoffmann-La Roche Ltd — Basel — Sui¢ca

— Inibidor de protease — Complete Mini — cat n°: 11 836 153 001

K) Reagentes Santa Cruz Biothecnology

*Santa Cruz Biotechnology Inc — Santa Cruz — California — EUA
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— Anti-5LOX - Antic. polic. de cabra anti-5-LOX (N-19) — cat n°: SC-8885

— Anti-COX2 - Antic. polic. de cabra anti-COX-2 (N-20) — cat n°: SC-1746

— Anti-ASC - Antic. polic. de coelho anti-ASC (N-15) — cat n°: SC-22514-R

— Anti-CASP1 - Antic. polic. de coelho anti-caspasel (A-19) — cat n°: SC-622

— Anti-F4/80 - Antic. polic. de coelho anti-F4/80 (M-300) — cat n°: SC-25830
— Anti-NALP1 — Antic. polic. de coelho anti-Nalp1 (M90) — cat n°: SC-66993

— Anti-p65 — Antic. polic. de coelho anti-NFkB p65 (H-286) — cat n°: SC7151
— Anti-p52 — Antic. polic. de coelho anti-NFkB p52 (K-27) — cat n°: SC298

- Anti-RelB - Antic. polic. de coelho anti-RelB (C-19) — cat n°: SC226

L) Reagentes Schering-Plough

* Schering-Plough Produtos Farmacéuticos Ltda — Rio de Janeiro — Rio de Janeiro —
Brasil

- Gentamicina — Garamicina (sulfato de gentamicina) - registro n°:
1.0093.0046.005-0/MS — lote 003

M) Reagentes Sigma
*Sigma-Aldrich® INC — St. Louis — Missouri — EUA

— Azul de evans — cat n°: E-2129

— Bicarbonato de s6dio — NaHCOj3; — cat n°: S-6014

— Cacodilato de sédio — dimetil-larsonato de sédio (Co,HsAsO2Na « 3H,0) — cat
n° C0250

— Dextrose — D-(+)-glucose — cat n°: G-7021

— EDTA - Acido etilenodiaminotetracético — cat n°: EDS

— Formamida — N,N-dimetilformamida — cat n°: D-8654

- Gelatina — cat n°: G-1890

— Glicerol — glicerina — cat n°: G6279

— Glutaraldeido — cat n° G-6257 (sigma)

— HBSS - sal de Hank balanceado — cat n°: H6136

— Hepes — n-[2-hidroxi etil] piperazina-N’-[2-4cido etano sulfénico] — cat n°:
H3375
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— Interferon-y — citocina recombinante de camundongo expresso em E. coli. —
cat n® 14777

— LPS - Lipopolissacarideo O55:B5 — cat n°: L2880

— NEED - 1-N naftiletileno diamina dihidrocloridro — cat n°: N-9125

— Nigrosina — cat n°: N-4754

— Percoll® — meio de cultura — cat n°: P4937, lote

— Peroxidase — HRPO de Amoracia rusticana tipo Il 2RZ com 224 unidade de
Purpurogalina — cat n°: P8250

— PMA - 13-Acetato de forbol 12-miristato — cat n°: P8139

- RPMI 1640 — meio para cultura de células com vermelho de fenol — cat n°:
R4130

— Silano — 3-aminopropyltriethoxysilane — cat n° A-3648

— Sulfanilamida — p-aminobenzenosulfonamida — cat n°: S-9251

— Tetréxido de 6smio — OsO,4 — cat n°: 419494

— Triton X-100 — Oxido etileno octilfenol condensado — cat n°: T9284

- Tween-20 — monolaurato de polioxietilenosorbitan — cat n° P1379

N) Reagentes Southern Biotech

*SouthernBiotech — Birmingham — Alabama — EUA

— Anti-cabra PE — Anticorpo anti- IgG de cabra marcado com PE — cat n°

6020-09

— Anti-coelho FITC — Anticorpo anti- IgG de coelho marcado com FITC — cat n°:
4050-02

— Anti-coelho APC — Anticorpo anti-lgG de coelho marcado com APC — cat n°:
4050-11

O) Reagentes Spring Bioscience

*Spring Bioscience — Pleasanton — California — EUA

— Streptavidin-peroxidase — cat n°: SB-031EU
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P) Reagentes Thermo scientific

*Thermo Fisher Scientific Inc — Waltham — Massachusetts — EUA

— Liquido para crio-congelamento — Shandon cryomatrix — cat n°: 6769006

Q) Reagentes Unido Quimica

*Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A — Embu-Guagu — Sdo Paulo — Brasil

Ketamina — cloridrato de cetamina 10% — Licen n°: 5605/MA — Part: 1004906

Xilazina — Calmiun 2% — Licen n°; 7785/MA — Part: 1100723

R) Reagentes Vetec

*Vetec quimica fina Ltda — Duque de Caxias — Rio de Janeiro — Brasil

Acetona P.A. — (CH3),CO — cat n®% 187

Etanol — Alcool etilico absoluto P.A. (C,HsO) — cat n°: 107
Iso-propanol — Alcool iso-propilico P.A. (C3zHgO) — cat n°: 139
Metanol — Alcool metilico (CH4O) — cat n°: 102

Eosina amarela — Cl 45380 — cat n°: 205

Hematoxilina — Cl 75290 — cat n° 630

Paraformalfeido — (CH,O)y — cat n°: 694

Parafina purificada — cat n°: 1227

Xilol — Xileno (CgH1o) — cat n®: 142

Vermelho de fenol P.A. — sulfonaftaleina de fenol — cat n°: 210

Fenol P.A. — Acido fénico (C¢HsO) — cat n°: 387

S) Reagentes White Martins

* White Martins Gases Industriais S.A. — Rio de Janeiro — Rio de Janeiro — Brasil

- Dibxido de carbono liquido — CO, — cat n°: P-4573-A
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