Shirley Claudino Pereira Couto

Efeito da pentoxifilina nas vias candnica e néo
candnica do NF-«B determinantes de resposta
inflamatoria em modelos suscetiveis ou nédo a

malaria cerebral

TESE DE DOUTORADO

Universidade de Brasilia
Brasilia/DF
2021



Efeito da pentoxifilina nas vias can6nica e ndo canénica do
NF-xB determinantes de resposta inflamatéria em modelos

suscetiveis ou nao a malaria cerebral

Shirley Claudino Pereira Couto

Orientadora: Prof2 Dr2 Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira

Co-Orientadora: Prof2 Dr2 Tatiana Karla dos Santos Borges

Tese apresentada ao programa de Pés-Graduacgédo em
Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, como requisito parcial para

obtencédo do titulo de Doutor em Medicina Tropical.

BRASILIA/DF
2021



Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecides pelo(a) autor(a)

ccgile

Couto, Shirley Claudine Pereira

Efeito da pentoxifilina nas vias candnica e ndc candnica
do NF-kB determinantes de resposta inflamatéria em modelos
suscetiveis ou ndoc a maldria cerebral / Shirley Claudino
Pereira Couto; orientador Maria Imaculada Muniz Barboza
Jungueira; co-orientador Tatiana Karla Dos Santos Borges.
- Brasilia, 2021.

231 p.

Tese (Doutorado - Mestrado em Medicina Tropical) --
Universidade de Brasilia, 2021.

1. Malaria Cerebral. 2. Pentoxifilina. 3. Vias de
sinalizagdo do NF-kB. 4. Citocinas inflamatérias. I.
Jungueira, Maria Imaculada Muniz Barboza , orient. II.
Borges, Tatiana Karla Dos Santos , co-orient. III. Titulo.




A banca examinadora foi constituida pelos seguintes membros:

Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira (Presidente)

Erica Alessandra Rocha Alves (Membra externa - FIOCRUZ/MG)
Gustavo Adolfo Sierra Romero (Membro interno - PPGMT/UnB)
Fabiana Pirani Carneiro (Membro externo ao programa— PTL/UnB)

Cecilia Beatriz Fiuza Favali (Membra suplente - PPGMT/UnB)



Dedicatoéria

A Deus, luz que me guia, aos meus pais,

ao meu esposo e aos meus filhos.



Agradecimentos

Primeiramente a Deus, pelo dom da vida.

Aos meus pais, Antbnia e Manoel que sdo meus alicerces, pelos
exemplos e pelo amor que sempre me proporcionaram, € aos meus queridos
irmaos.

Ao meu esposo Ademir, pelo apoio, paciéncia, dedicacao e amor.

Aos meus filhos, eles sdo a razdo da minha existéncia, Pedro
Henrique, Luis Fernando e Cecilia. A Fran minha norinha querida por todo
carinho e atenc&o. A Jaciara minha norinha querida, muito obrigada pela ajuda

nos experimentos e por seu amor e carinho.



Agradecimentos

A professora Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira, que
acreditou que eu seria capaz de superar as dificuldades e me ajudou em todos
0S momentos, me orientando e incentivando. Obrigada professora pelo
exemplo de dedicacao, respeito e amor ao préximo.

A professora Tatiana Karla dos Santos Borges, pelo apoio, orienta¢éo
nos experimentos e por compartilhar seu conhecimento com dedicacdo e
carinho. Muito obrigada.

A minha amiga e companheira de experimento Mariangela Sousa de
Oliveira, pela dedicacédo e apoio desde o inicio dessa caminhada.

A professora Selma Kuckelhaus sempre com seu otimismo
contagiante. Ao professor André Nicola pela orientacéo e apoio. E estendendo
0S meus agradecimentos para todos os professores da pds-graducdo que
contribuiram para minha formacao.

A Drielly Rudenas, Aminata Dramé, Andréia Cristina Goncalves
Cascaes pela amizade, companherismo e auxilio nos experimentos.

Aos amigos do laboratorio de Imunologia celular, Danilo Corazza,
Lucas Fraga Friaca, Andre Cunha, Herdson Sousa.

Aos alunos e companheiros de experimentos, Marcia Duarte Firmino,
Vanessa da Silva Eschimith, Davi da Silva Nunes.

E atodos que direta ou indiretamente me proporcionaram realizar esse
trabalho.

Muito Obrigadal!



Que a morte dos animais nao tenha sido em vao e possa ter contribuido
para aumentar um pouco o conhecimento cientifico da malaria e quem sabe
contribuir para um dia diminuir a ainda inaceitdvemente alta mortalidade por

essa terrivel doenca, que ainda ceifa a vida de muitas crian¢as no mundo.

Vi



APOIO

Este trabalho recebeu apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico(CNPq), processo numero: 431600/2016-3.

vii



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS
LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS
RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia

1.2. Parasitos

1.3. Patogenia da maléaria cerebral

1.4. Modelos experimentais na malaria

1.5. O papel das citocinas na maléria

1.6. Receptores para o FNT

1.7. Vias de sinalizacao celular NF-xB

1.8. Corpusculos lipidicos

1.9. Oxido Nitrico

1.10 Imunomodulacao terapéutica e papel da pentoxifilina

2.  JUSTIFICATIVA
3. OBJETIVOS
4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento experimental

4.2. Tipos de estudo e aspectos éticos

4.3. Animais

4.3.1. Grupos do estudo

4.3.1.1. Curva de sobrevida.

4.3.1.2. Grupos de estudo para avaliacao das fun¢des do sistema
imunitario

4.4. In6culo

4.5. Tratamento com a Pentoxifilina

4.6. Procedimento para coleta do cérebro

4.6.1. Preparacdo do homogenato do cérebro

4.6.2. Obtengéo da microglia e outras células do tecido cerebral

4.7. Coleta e preparacao dos macrofagos peritoneais

4.8. Coleta e preparacédo do sangue/soro

Xi

Xiv
XXii

XXiV

XXVi

36
36
37
37
37
38
39

viii



4.9.
4.9.1.

4.9.2.

4.9.3.

4.9.4.

4.95.

4.9.6.

4.9.7.

49.7.1.

4.10.

4.10.1.
4.11.

Efeito da pentoxifilina

Avaliacao da sobrevida dos camundongos BALB/c, CBA,
C57BL/6, infectados com Plasmodium berghei ANKA
Avaliagdo da evolucdo do peso dos camundongos
BALB/c, CBA, C57BL/6, infectados com Plasmodium
berghei ANKA

Avaliacdo do hematdcrito dos camundongos BALB/c,
CBA, C57BL/6, infectados com Plasmodium berghei
ANKA

Avaliagcdo da parasitemia dos camundongos BALB/c,
CBA, C57BL/6, infectados com Plasmodium berghei
ANKA

Avaliacdo da producdo de corpusculos lipidicos pelos
macréfagos peritoneais dos camundongos BALB/c, CBA,
C57BL/6, infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

Avaliacdo da producdo de oOxido nitrico (NO) pelos
macrofagos peritoneais dos camundongos BALB/c, CBA,
C57BL/6, infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

Efeito do tratamento com a Pentoxifilina na producéo de
citocinas

Avaliacdo da producdo de citocinas pelos macrofagos
peritoneais, no soro e no homogenato do tecido cerebral
dos camundongos BALB/c, CBA, C57BL/6 infectados ou
nao com Plasmodium berghei ANKA.

Avaliacdo da expressdo dos receptores para 0 FNT-q,
das moléculas das vias candnica e ndo canénica do NF-
kB nas micréglias e outras células do tecido cerebral de
camundongos BALB/c, CBA, C57BL/6 infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA

Estratégias para leitura no citometro

Analises estatisticas

5. RESULTADOS

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5. 5.
5.6.

Curva de sobrevida
Evolucéo do peso
Hematdocrito, parasitemia
Corpusculos lipidicos
Oxido Nitrico

Citocinas

40
40

40

40

41

41

42

42

42

44

49
51
52
53
54
57
60
63
65



5.6.1.
5.6.2.
5.6.3.
5.6.4.
5.6.5.
5.6.6.
5.6.7.
5.6.8.
5.6.9.
5.7.
5.8.
5.8.1.
5.8.2.
5.8.3.
5.84.
5.8.5.
5.8.6.
5.8.7.
5.8.8.
5.8.9.
5.8.10.
5.9.

Fator de necrose tumoral (FNT-a)
Interleucina 6 (IL-6)
Interferon-y (IFN-y)
Interleucina 12 (IL-12p70)
Interleucina 10 (IL-10)
Interleucina 2 (IL-2)
Interleucina 4 (IL-4)
Interleucina 17A (IL- 17A)
Quimiocina CCL2 (MCP-1)
Receptores para o FNT
Moléculas da via do NFxB
FADD

TRAF

NIK

JNK

IxB

RelA

RelB

c-Rel

p50

p52

Comparacao das moléculas finais da via do NF-kB

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSOES

8. REFERENCIAS
9. ANEXO - COMITE

65
69
72
75
77
80
82
84
86
93
102
103
105
109
111
114
116
118
120
121
123
124
134

161

172
201



LISTA DE ABREVIATURAS

15-LO- 15 lipoxigenase

APC - alofiocianina (fluorocromo)

ARNmM — &cido ribonucleico mensageiro

COz2 - gés carbonico

COX-2 — ciclooxigenase 2

COX - ciclooxigenase

EDTA — acido etilenodiamino tetracético

ERK — cinase reguladora do sinal extracelular

FADD - proteina contendo dominio de morte associado ao FAS
FITC — isotiocianato de fluoresceina (fluorocromo)
FNT-a — fator de necrose tumoral alfa

GPI — glicofosfatidil inositol

HBSS - solugéo balanceada de Hanks

IC — indice corpuscular

ICAM-1 — molécula de adeséo intercelular 1

IFM — intensidade de fluorescéncia média

IFN-y — interferon gama

IkB — inibidor dos fatores nucleares -kB (variantes: IkBa, IkBk, IKBg)
IKK — cinase inibidora da cinase kB (variantes a, 3, 0)
IL — interleucina

INOS — 6xido nitrico sintase indutivel

JNK — cinase c-jun N terminal

Xi



KB — elemento nuclear kB

LPS — lipopolissacarideo

LTX — linfotoxina (variantes: LTa, LTa e LTR)
MCP-1 — proteina quimiotatica para monaocitos 1

MAP3K14 — proteina quinase quinase 14 ativada por mitdgenio,
também conhecida como quinase indutora do NF- x B (NIK)

MAP — proteina cinase ativadora

MAPK — proteina cinase ativadora de mitdgeno

MyD88 — proteina de resposta primaria a diferenciacdo mielodide
NADPH - fosfato de nicotinamida adenina dinucleotido

NaNO2 — nitrito de sodio

NEMO — modulador essencial dos fatores nucleares kB

NF- k B — elemento nuclear que se liga aos elementos — kB no ADN
NIK — cinase indutora do NFkB

NO — oxido Nitrico

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

p100 — proteina precursora do p52

p105 — proteina precursora do p50

p50 — fator nuclear do NF-kB p50 (nfkb1)

p52 — fator nuclear do NF-kB p52 (nfkb2)

PAMP — padrdao molecular de patdégeno

Pb- Plasmodium berghei

PECAM — molécula de adesao celular endotelial plaquetaria

PE — ficoeritrina (fluorocromo)

Xii



PfEMP1 — proteina de citoaderéncia ligado ao gene assexual do
Plasmodium

PGG2 — prostraglandina G2

PPAR - receptor ativado de proliferagéo peroxissomal
Ptx- pentoxifilina

rlFNT/p55 — receptor 1 do fator de necrose tumoral
r2FENT/p75 — receptor 2 do fator de necrose tumoral
RelA — fator nuclear do NF-kB p65

RelB — fator nuclear do NF-kB p68

rFNT- receptor do fator de necrose tumoral

rLTR — receptor beta da linfotoxina

rLTX — receptor para linfotoxina

SAB - soro albumina bovina

SOD - superoxido dismutase

STF- salina tamponada com fosfato

STAT - sinal de transducéo e ativador da transcricao
Tal — linfécitos T auxiliar (CD4+) do ramo de resposta 1
Ta2 — linfécitos T auxiliar (CD4+) do ramo de resposta 2
Tc — linfocito T citolitico

TLCK - n- a-tosyl-I-lysine chloromethyl ketone hydrochloride

TRAF- fator associado ao receptor de FNT

Xiii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1
Desenho experimental
Figura 2

Imagem retirada de Taylor e cols (2016), mostrando na via do NF-
kB as moléculas que foram quantificadas, e que estéo identificadas
dentro dos quadros marcados em verde

Figura 3

Dot plot e histograma mostrando a estratégia de avaliacdo por
citometria de fluxo, mostrando a sele¢éo da populacdo de interesse

Figura 4

Dot plot e histograma mostrando a estratégia de avaliacdo por
citometria de fluxo, mostrando a selecdo das células positivas para
marcacao da microglia

Figura 5

Avaliacao da curva de sobrevida dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6
infectados com P. berghei ANKA

Figura 6
Avaliacéo do peso dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6 no dia zero
Figura 7

Avaliagdo do delta peso dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6
infectados com P. berghei ANKA

Figura 8

Avaliacdo do hematdécrito dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6
infectados com P. berghei ANKA

Figura 9

Avaliacdo da parasitemia dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6
infectados com P. berghei ANKA

33

45

50

50

54

55

56

58

59

Xiv



Figura 10

Avaliacdo da producdo de corpusculos lipidicos pelos macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou
nao com Plasmodium berghei ANKA

Figura 11

Comparacéo da producédo de corpusculos lipidicos pelos macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou
nao com Plasmodium berghei ANKA

Figura 12

Avaliacdo da producdo de NO pelos macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 13

Comparacédo da producdo de NO pelos macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 14

Avaliacdo da produgéo de FNT-a. no soro, no sobrenadante da cultura
dos macréfagos peritoneais e no homogenato do tecido cérebral dos
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 15

Comparagéo da producdo de FNT-a. no soro, no sobrenadante da
cultura dos macréfagos peritoneais e no homogenato do tecido
cérebral dos camundongos infectados ou ndo com Plasmodium
berghei ANKA

Figura 16

Avaliacdo da producgéo de IL-6 no soro, no sobrenadante da cultura
dos macréfagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos animais
infectados e ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 17

Comparacdo da producdo de IL-6 no soro, no sobrenadante da
cultura dos macrofagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos
animais infectados e ndo com Plasmodium berghei ANKA

62

63

64

65

67

68

70

72

XV



Figura 18

Avaliacdo da producao de INF-y no soro, no sobrenadante da cultura
dos macroéfagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 19

Comparacdo da producdo de INF-y no soro, no sobrenadante da
cultura dos macrofagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos
animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 20

Avaliacdo da producédo de IL-12p70 no soro, no sobrenadante da
cultura dos macrofagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos
animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 21

Comparagéo da produgéo de IL-12p70 no soro, no sobrenadante da
cultura dos macrofagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos
animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 22

Avaliacao da producéo de IL-10 no soro, no sobrenadante da cultura
dos macréfagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 23

Comparagdo da producdo de IL-10 no soro, no sobrenadante da
cultura dos macrofagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos
animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 24

Avaliacdo da producgéo de IL-2 no soro e no homogenato do cérebro
dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 25

Comparacdo da producao de IL-2 no soro e no homogenato do
cérebro dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

74

74

76

77

79

80

81

82

XVi



Figura 26

Avaliagéo da producéo de IL-4 no soro, e no homogenato do cérebro
dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 27

Comparacdo da producédo de IL-4 no soro, e nho homogenato do
cérebro dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

Figura 28

Avaliacdo da producédo de IL-17A no soro e no homogenato do
cérebro dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

Figura 29

Comparacédo da producédo de IL-17A no soro e no homogenato do
cérebro dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

Figura 30

Avaliacéo da producdo de MCP-1 no soro, no sobrenadante da cultura
dos macrofagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 31

Comparacédo da producdo de MCP-1 no soro, no sobrenadante da
cultura dos macréfagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos
animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 32

Avaliacdo da expressao dos receptores para o FNT na micréglia de
animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 33

Histograma- Avaliagcdo da intensidade de fluorescéncia média nos
receptores para o FNT, na microglia de animais infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

83

83

85

85

87

88

97

98

Xvii



Figura 34

Comparacédo da expressdo dos receptores para o FNT na microglia
de animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 35

Comparacao da expressao dos receptores para 0 FNT(rl FNT, r2FNT,
rLTX) por modelo, nos 3 modelos estudados, na micréglia de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 36

Avaliacdo da expressédo dos receptores para o FNT nas outras células
cerebrais de animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

Figura 37

Comparacao da expressao dos receptores para o FNT (r1FNT, r2FNT,
rLTX) por grupo, nos trés modelos estudados, nas outras células
cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium
berghei ANKA

Figura 38

Comparacao da expressao dos receptores para 0 FNT(rl FNT, r2FNT,
rLTX) por modelo, nos 3 modelos estudados, nas células cerebrais de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 39

Avaliacao da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula FADD
na microglia e em células cerebrais de animais infectados e ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 40

Avaliacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula FADD
na microglia e em células cerebrais de animais infectados e ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 41

Avaliacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula TRAF
na microglia e em células cerebrais de animais infectados e ndo com
Plasmodium berghei ANKA

98

99

100

101

102

104

104

106

Xviii



Figura 42

Avaliacao da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula TRAF
na microglia e em células cerebrais de animais infectados e ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 43

Comparacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula
FADD e TRAF nos trés modelos estudados, na microglia de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 44

Comparacgédo da Intensidade de Fluorescéncia Média das moléculas
FADD e TRAF nos trés modelos estudados, nas outras ceélulas
cerebrais de camundongos infectados ou ndao com Plasmodium
berghei ANKA

Figura 45

Avaliacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula NIK na
micréglia e em células cerebrais de animais infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 46

Comparacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula NIK
nos trés modelos estudados, na micréglia e em células cerebrais de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 47

Avaliacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula JNK
na microglia e em células cerebrais de animais infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 48

Comparacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula JNK
nos trés modelos estudados, na micréglia e em células cerebrais de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 49

Comparacédo da Intensidade da Fluorescéncia Média das moléculas
NIK e do JNK nos trés modelos estudados, na microglia de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

106

107

108

110

111

112

112

113

XiX



Figura 50

Comparacgédo da Intensidade de Fluorescéncia Média das moléculas
NIK e do JNK nos trés modelos estudados, nas outras células do
tecido cerebral de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium
berghei ANKA

Figura 51

Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade
de Fluorescéncia Média da molécula 1kB na microglia e em células
cerebrais de animais infectados e ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 52

Comparacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula IxB
nos trés modelos estudados, na micréglia e em células cerebrais de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 53

Avaliacao da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula RelA
na microglia e em células cerebrais de animais infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 54

Comparacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula
RelA nos trés modelos estudados, na microglia e em células cerebrais
de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 55

Avaliacao da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula RelB
na microglia e em células cerebrais de animais infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 56

Comparacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula
RelB nos trés modelos estudados, na microglia e em células cerebrais
de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 57

Avaliacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula c-Rel
em células do SNC de animais infectados e ndo com Plasmodium
berghei ANKA

114

115

116

117

118

119

119

120

XX



Figura 58

Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na
Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula c-Rel nos trés
modelos estudados em células cerebrais de camundongos infectados
ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 59

Avaliacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula p50 em
células do SNC de animais infectados ou ndo com Plasmodium
berghei ANKA

Figura 60

Comparacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula p50
nos trés modelos estudados, na microglia e em células cerebrais de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 61

Avaliacdo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula p52 em
células da microglia e do SNC de animais infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA

Figura 62

Comparacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média da molécula p52
nos trés modelos estudados, na micréglia e em células cerebrais de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 63

Comparacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média de RelA, RelB,
P50 e p52 nos trés modelos estudados, na micréglia de camundongos
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 64

Histograma- Comparac¢éo da intensidade de fluorescéncia média nas
moléculas p50, p52, RelA, RelB, na micréglia de animais infectados
ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Figura 65

Comparacéo da Intensidade de Fluorescéncia Média de RelA, RelB,
P50 e p52 nos trés modelos estudados, nas outras células cerebrais
de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

120

122

122

123

124

125

125

126

XXi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1
Avaliacdo do peso dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6, infectados
com Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 2
Avaliagcdo do hematdcrito dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6,
infectados com o Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 3
Avaliacdo da parasitemia dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6,
infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 4

Avaliacao da producédo de corpusculos lipidicos pelos macréfagos
peritoneais dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6, infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 5

Avaliacao da producédo de 6xido nitrico pelos macréfagos
peritoneais, dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6, infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 6

Avaliacao da producéo das citocinas FNT-a, IL-6, INF, IL-12, IL-10,
IL-2, IL-4, IL-17A e da quimiocina CCL2 (MCP-1) no soro dos
animais BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 7

Avaliacdo da produgéo das citocinas FNT-a., IL-6, INF-y, IL-12, IL-10,

IL-2, IL-4, IL-17A e da quimiocina CCL2 (MCP-1) no sobrenadante
da cultura dos macrofagos peritoneais dos animais BALB/c, CBA e
C57BL/6 infectados e ou ndo com Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 8

Avaliacao da produgéo das citocinas FNT-ao.,IL-6, INF-y, IL-12, IL-10,
IL-2, IL-4, IL-17A e da quimiocina CCL2 (MCP-1) nos homogenatos
do tecido cerebral dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados
ou ndo com Plasmodium berghei ANKA.

Tabela 9
Dados esquematizados do resultado da curva de sobrevida, peso,
parasitemia, 0xido nitrico e corpusculos lipidicos.

56

58

59

61

64

89

91

92

127

XXii



Tabela 10
Dados esquematizados do resultado das citocinas.

Tabela 11
Dados esquematizados do resultado dos receptores para o FNT-a e
das moléculas da via do NF-kB por modelo.

Tabelal?
Dados esquematizados do resultado das moléculas da via do NF-kB
por modelo.

Tabelal3

Dados esquematizados do resultado dos receptores para o FNT-a e
das moléculas da via do NF-kB — comparacéo entre os grupos dos
trés modelos.

Tabelal4

Dados esquematizados do resultado dos receptores para o FNT-a e
das moléculas da via do NF-kB — comparacdo entre os grupos dos
trés modelos.

Tabelal5
Dados esquematizados do resultado da comparagcdo das moléculas
por modelo.

Tabelal6
Dados esquematizados do resultado da comparacdo das moléculas
por modelo.

Tabelal?
Resumo dos resultados da curva de sobrevida, peso, anemia,
parasitemia, corpusculos lipidicos e 6xido nitrico.

Tabelal8
Resumo dos resultados das citocinas no soro e no homogenato.

Tabelal9
Resumo dos resultados dos recepetores e das moléculas do NF-kB
na microglia.

128

129

129

130

131

132

133

170

170

171

xXXiii



RESUMO

XXIV



A pentoxifilina (Ptx) tem acdo pleiotrGpica sobre o sistema imunitario e modula a
producao da citocina inflamatdria fator de necrose tumoral-a. (FNT-o) que participa
dos mecanismos fisiopatogénicos das formas cerebrais da malaria. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito da Ptx nas vias de ativagdo do NF-«xB, via que controla a
resposta inflamatéria que esta envolvida na patogenia das formas graves da malaria.
Foram estudados camundongos susceptiveis (CBA e C57BL6) e resistentes
(BALB/c) a maléria cerebral (MC). Grupos de estudo: 1) controle (C), 2) tratado com
a Ptx (Ptx), 3) Infectado pelo P.berghei ANKA (Pb) 4) Infectado e tratado com Ptx
(Pb+Ptx). O tratamento foi feito do terceiro ao sexto dia de infecg&o, por via oral.
Avaliou-se curva de sobrevida, parasitemia, hematdcrito, peso, producdo de
corpusculos lipidicos, de citocinas, expressdao de receptores para o FNT-a e
moléculas da via do NF-kB por citometria de fluxo. Foram estudados em macréfagos
peritoneiais, microglia, soro e/ou homogenato do tecido cerebral. A infecgdo malarica
aumentou a expressao dos corpusculos lipidicos nos trés modelos e induziu maior
producdo das citocinas inflamatérias FNT-a, IFN-y, IL-6 e a MCP-1. O perfil de
resposta imune, avaliado pela producdo das citocinas no homogenato do tecido
cerebral mostrou predominio Ta2 no CBA e Tal e Tal7 no C57BL6 e BALB/c. Houve
menor expressao do rITNF e maior do rLTX em todos os modelos. Das moléculas
da via do NF-«B, o Rel A (via candnica) foi a molécula mais expressa em todos 0s
grupos e o RelB (via ndo candnica) teve menor expressdo na maioria dos grupos. No
BALBc, a expresséo do p50 e p52 mostrou-se homogénea nos grupos. No CBA e
C57BL6, houve menor expressdo da molécula p52 do que p50, sugerindo ativacdo
preferencial da via canénica; enquanto que no BALBc teve ativagdo equilibrada de
ambas as vias. No C57BL6, que apresenta a forma mais grave da doenca e
mortalidade mais precoce, houve maior expressédo de RelA e p50 (via candnica). A
infeccdo malérica aumentou a expressdo do rLTX no BALB/c, mas diminuiu a
expressao de RelA e p52 no CBA, e p50 e p52 no C57BL/6. O tratamento com a Ptx
aumentou a sobrevida e a expressdo do FADD no modelo CBA, mas diminuiu a
expressao de corpusculos lipidicos, das moléculas RelA e p52, e a concentracdo da
IL-2 nesse modelo. No C57BL/6, a Ptx reduziu a concentragdo de IL-6, IL-2 e IL-17,
e a expressdo de p50 e p52, mas aumentou a expressao do NIK e do TRAF. No
BALB/c a Ptx modulou negativamente a IL-6 e 0 RelA. Os trés modelos apresentaram
perfis de respostas de citocinas e de moléculas da via do NF-xB diferentes sugerindo
gue 0s mecanismos imunopatogénicos da doenca maléarica foram diferentes. O peffil
de ativacdo da via do NF-kB foi particular para cada modelo com predominio de
ativacdo da via candnica em todos, mas no BALB/c parece ter havido um maior
equilibrio da resposta com perfil de ativagdo da via canbnica e ndo canbnica de
menor intensidade do que para os outros modelos. As diferencas entre os modelos
estudados nas vias de ativacao do NF-kB e na producado das citocinas a infec¢céo
malarica podem explicar as respostas diferentes dos trés modelos ao tratamento dos
animais infectados com a Ptx.
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The pentoxifylline (Ptx) has pleiotropic action on the immune system and modulates
the production of the inflammatory cytokine tumor necrosis factor-a (TNF-a), which
participates in the pathophysiological mechanisms of the cerebral forms of malaria.
The effect of Ptx on NF-xB activation pathways, the pathway that control the
inflammatory response involved in the pathogenesis of severe forms of malaria, was
evaluated. Susceptible (CBA and C57BL6) and resistant (BALB/c) mice to cerebral
malaria (MC) were studied. Study groups: 1) control (C), 2) treated with Ptx (Ptx), 3)
Infected with P. berghei ANKA (Pb) 4) Infected and treated with Ptx (Pb+Ptx).
Treatment was done from the third to the sixth day of infection, per os. The survival
curve, parasitemia, hematocrit, weight, expression of lipid bodies, cytokine
production, expression of receptors to TNF-a and molecules of the NF-kB pathway
were evaluated. Optical microscopy and flow cytometry were used.They have been
studied in peritoneal macrophages, microglia, serum and/or brain tissue homogenate.
Malarial infection increased the expression of lipid bodies in the three models. There
was higher production of the inflammatory cytokines TNF-a., IFN-y, IL-6 and MCP-1.
The immune response profile, evaluated by the production of cytokines in the brain
tissue homogenate, showed the predominance of Th2 response in the CBA, and Thl
and Thl7 response, in the C57BL6 and BALB/c. There was lower expression of
riTNF and higher expression of rLTX in all models. Rel A (canonical pathway) was
the most expressed molecule in all groups and RelB (non-canonical pathway) was
less expressed in almost groups. In BALBc, the expression of p50 and p52 was
homogeneous in all groups. In CBA and C57BL6, there was less expression of the
p52 molecule than p50, suggesting preferential activation of the canonical pathway;
while BALBc had balanced activation of both pathways. C57BL6 has the most severe
form of the disease, earlier mortality, higher expression of RelA and p50. Malarial
infection increased rLTX expression in BALB/c, but decreased RelA and p52
expression in CBA, and p50 and p52 expression in C57BL/6. Ptx increased CBA
survival and FADD expression, but decreased expression of lipid bodies, RelA and
p52 molecules, and IL-2 concentration. In the C57BL/6 mice, Ptx reduced the
concentration of IL-6, IL-2 and IL-17, and the expression of p50 and p52, but
increased the expression of NIK and TRAF. In the BALB/c, Ptx downmodulated IL-6
and RelA. The three models showed different profiles of cytokines and molecules of
the NFxB pathway, suggesting that the immunopathogenic mechanisms of malarial
disease were different for each model. The activation profile of the NF-xB pathway
was particular for each model with a predominance of canonical pathway activation
in all, but BALB/c shows a better balanced response between canonical and non-
canonical pathway than the other models. The differences in the NF-aB activation
pathways and in the production of cytokines to malarial infection between the models
studied may explain the different responses of the three models to the treatment of
animals infected with Ptx.
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1.1. Introducao e Epidemiologia

Embora os resultandos referentes ao numero de casos de malaria no mundo
(WHO, 2020) e no Brasil (Oliveira-Ferreira, 2010; Lapouble e cols, 2015)
tenham mostrado uma tendéncia promissora a diminuigdo, o numero de casos
ainda é superlativo e representa um tremendo desafio em relacdo ao seu
tratamento e controle. Aproximadamente 229 milhdes de pessoas adoecem e
409 mil pessoas ainda morrem por ano vitimas da malaria, sendo que 94%
dos casos e mortes ocorreram na Africa (WHO, 2020). As mulheres gravidas
e criancas menores de 5 anos séo as mais acometidas pela infeccéo causada
pelo plasmédio. Na gravidez a infeccdo malarica aumenta o risco de morte
para mae, para o feto e para o recém-nascido. O sequestro placentario do
parasita pode levar & anemia materna, colocando a méde em maior risco de
morte antes e depois do parto, contribui para natimortos e prematuros e
também pode levar ao baixo crescimento fetal e baixo peso ao nascer, o0 que,
por sua vez, pode levar ao retardo do crescimento infantil e a distorcbes
cognitivas (Guyatt e Snow, 2001; Guyatt e Snow, 2004; WHO, 2017; WHO,
2020).

Na Ameérica, estima-se que 138 milhdes de pessoas em 19 paises e
territrios estdo em risco para maldria, das quais, quase 80% sdao
determinadas pelo Plasmodium vivax. Trés paises, Brasil, Colémbia e
Venezuela, respondem por 80% de todos os casos estimados. No Brasil em
2019 foram notificados 157.454 casos de malaria, destes 17.139 casos foram
de malaria falciparum e malaria mista. No primeiro semestre de 2020, foram
registrados 60.713 casos de maléria, sendo 8.758 casos de malaria falciparum
e malaria mista (Brasil, 2020).

No Brasil a maioria dos casos de malaria se concentra na regiao
Amazobnica, area endémica para a doenca. O Distrito Federal ndo é
considerado area de transmissédo de malaria, porém no primeiro semestre de
2020 foi registrado 1 caso autoctone (Brasil, 2020). Entretanto, um namero
significativo de casos importados de outras regiées do pais e mesmo de outros

paises, séo registrados no DF todos os anos (Brasil, 2020).
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Vérios fatores aumentam o risco de desenvolvimento das formas
graves da malaria, como o nivel de imunidade, que estad relacionado a
extensdo passada de exposicdo ao parasito, o retardo no diagnostico, retardo
para iniciar o tratamento, auséncia de um suporte clinico adequado, a
resisténcia as drogas antimalaricas, dificuldade de acesso a terapéutica
apropriada e susceptibilidade genética individual a infeccdo, entre outras
(Marsh, 1992; Miller, 2002; Phillips e cols, 2017).

A utilizacdo do tratamento combinado com derivados de artemisinina
(ACT) tem representado uma das medidas mais eficientes no controle da
doenca, entretanto, o aparecimento de mutacdes levando a resisténcia parcial
aos derivados combinados de artemisinina tem sido descrito em varios locais
(WHO, 2020) e estudos de eficacia tém mostrado diminui¢éo da sensibilidade
do P. falciparum aos ACT na Guiana, Guiana Francesa e no Suriname, o que
representa uma ameaca de surgimento de resisténcia ao P. falciparum no
Brasil, pelo intenso fluxo de pessoas, particularmente garimpeiros, entre 0s
paises que fazem parte do Escudo Guianés (Gama e cols, 2011; Nacher e
cols, 2013; Vreden e cols, 2013). Esse extenso e crescente problema de
resisténcia as drogas antimalaricas coloca dificuldades ao tratamento, como
a necessidade de adotar um grande espectro de arsenal terapéutico para
permitir a associacdo de drogas, acrescido da necessidade de também lidar
com os diferentes estagios do ciclo de vida do parasita. Ademais, importantes
guestbes ainda permanecem sem resposta. Por que alguns pacientes
desenvolvem as formas graves e alguns morrerdo, enquanto a maioria dos
individuos infectados pelo parasito ndo apresentam as formas graves e letais
da doenca (Muniz-Junqueira, 2007; Wassmer e cols, 2015)?

Tem sido reconhecido que a desregulacdo do sistema imunitério tem
importante participacdo nos mecanismos de patogénese da anemia e das
formas cerebral, renal e pulmonar, as quais caracterizam as formas graves e
complicadas da doenca (Mohan e cols, 2008; Sarkar e cols, 2010; Miller e
cols, 2013). A fisiopatologia da maléaria cerebral ainda € pouco compreendida,
e esta associada a obstrucao microvascular e resposta inflamatoria excessiva.

Estudos em humanos e camundongos mostraram que a producao exacerbada



de citocinas inflamatdrias na infec¢ao pelo Plasmoduim falciparum caracteriza
a imunopatogenia da malaria cerebral, com o sequestro de eritrocitos
parasitados ou ndo, plaqueta e leucécitos na microvasculatura cerebral (Idro
e cols, 2007; Craig e cols, 2012; Palomo e cols, 2015; Dunst e cols, 2017;
Wang e cols, 2018; Plewes e cols, 2018). A hiperativacdo do sistema
imunitario pelos componentes do parasita, com superproducao de citocinas
inflamatorias, € considerada decisiva para a patogénese da malaria grave
(Clark e Cowden, 2003; Hunt e Grau, 2003; Randall e Engwerda, 2010).
Moléculas de superficie do merozoita do plasmédio induzem a expresséo de
muitos genes nas células do hospedeiro que sao implicados na patogénese
da doenca, como fator de necrose tumoral-a (FNT-a), linfotoxina (LT), IL-1,
IL-12, 6xido nitrico sintase induzivel e muitas moléculas de adesao que séo
expressas na superficie do endotélio vascular e sdo reconhecidas pela
molécula EMPf1 do P. falciparum (Cooke e cols, 2000; Rasti e cols, 2004;
Randall e cols, 2010), mas induzem também moléculas envolvidas na
protecdo, como o PPAR-y (Bopp e cols, 2010). Entretanto, apenas a elevada
carga parasitaria ndo explica totalmente as diferentes gravidades da doenca.

A ativacdo do macrofago pelo interferon-y, produzido principalmente
pelos linfocitos T CD4* e CD8+, aumenta ainda mais a producdo do FNT-a
por aumentar os niveis do ARN mensageiro desta citocina, além de aumentar
a expresséao dos receptores para o FNT-a na superficie das células alvo (Lou
e cols, 2001). Entretanto, tanto o FNT-o (Muniz-Junqueira e cols, 2001)
quanto o IFN-y (Angulo e Fresno, 2002) tém efeitos antiplasmaédio e estdo
associados com as formas benignas da malaria. Porém, se estas citocinas
séo produzidas em excesso ou estimulam um endotélio hiper-reativo, podem
ter um papel importante na patogénese das formas graves da doenca (Angulo
e Fresno, 2002; Muniz-Junqueira, 2007; Tosta e Muniz-Junqueira, 2011, Tosta
e Muniz-Junqueira, 2013, Muniz-Junqueira e cols, 2021). Tem sido sugerido
também que o aumento local da linfotoxina-a seria um dos mediadores

principais da maléaria cerebral murina (Engwerda e cols, 2002).



1.2. Parasitos

A maldria no homem pode ser causada por sete espécies de
protozoarios do género Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale, P. knowlesi, P. simium e P. cynomolgy (Lee e cols., 2011; Muniz-
Junqueira, 2021). Embora ocorra maior nimero de casos de infec¢des pelo
P. vivax, as infec¢gbes ocasionadas pelo P. falciparum sédo responsaveis pelas
formas mais grave. Em relacéo ao P. ovale, nunca foi registrada transmissao
autoctone no Brasil, estando restrita a determinadas regifes do continente
africano, e no Brasil ocorre apenas como casos importados. O P. knowlesi e
o P. cynomolgy tem ocorréncia apenas no Sudeste Asiatico (Brasil 2009,
2010, 2017; Imwong e cols, 2019). Em 2015 e 2016 ocorreu surto de maléaria

pelo P. simium na Mata Atlantica — Rio de Janeiro (Brasil e cols, 2017).

1.3. Patogenia da malaria cerebral

A forma cerebral da malaria € uma consequéncia do envolvimento
difuso dos capilares cerebrais e vénulas pos-capilares. O processo comeca
com a aderéncia do eritrocito parasitado pelo P. falciparum as células
endoteliais ou aos eritrocitos vizinhos. Este sequestro pode interferir com o
fluxo sanguineo cerebral local e, portanto, facilitar o acimulo de leucdcitos,
que sao ativados pelos produtos liberados pelo parasito durante a
multiplicacéao local (Bate e cols, 1988). A citoaderéncia resulta em sequestro
de eritrécitos parasitados nos capilares e vénulas pés-capilares, causando
bloqueio heterogéneo da microcirculacao e hipoxia tecidual (Silamut e cols,
1999; Plewes e cols, 2018).

Além da obstrucéo do fluxo por eritrocitos parasitados sequestrados,
acredita-se que o fluxo microcirculatério esteja ainda mais comprometido pela
maior rigidez de eritrocitos infectados e ndo infectados e aglomeracdo de
eritrocitos infectados (autoaglutinagcdo mediada por plagueta) e eritrocitos néo
infectados aderidas a eritrocitos infectados (formacéo de roseta) (Dondorp e
cols, 2004; Plewes e cols, 2018). A produgcédo local de citocinas

proinflamatdrias pelos mondcitos e macrofagos ativados, particularmente o



FNT-a e linfotoxina, de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, leva a
ativacado das células endoteliais e, eventualmente, ao dano destas células e
das células vizinhas (Schofield e Grau, 2005).

ApGs ativagao, as células endoteliais aumentam a producéo de 6xido
nitrico e a expresséo de moléculas de aderéncia, as quais agravam ainda mais
0 sequestro dos eritrocitos parasitados. As consequéncias das alteracdes
endoteliais sdo o edema perivascular, hipoxia do parénquima cerebral
circunvizinho, petéquias e hemorragias. Dependendo da extensdo do dano
estrutural cerebral e do grau de distarbio metabdlico, o envolvimento cerebral
pode evoluir para multiplas convulsdes e coma (Turner, 1997; Tosta e Muniz-
Jungueira, 2006; 2009; Muniz-Junqueira, 2007; Muniz-Junqueira e Tosta,
2007; Mishra e cols, 2007; Mishra e Newton, 2009; Tosta e Muniz-Junqueira,
2011; Razakandrainibe e cols, 2013). Tem também sido sugerido que a
producado excessiva de 6xido 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 les&o tecidual (Tosta e Muniz-Junqueira, 2011).

A caracteristica central da infeccao pelo P. falciparum é o sequestro de
eritrocitos parasitados na microcirculagdo de varios 6érgaos, principalmente
cérebro e pulmdo. O sequestro exacerbado é uma consequéncia direta do
desequilibrio de citocinas, principalmente a superprodu¢cdo do FNT-o/
linfotoxina. Estas citocinas aumentam a expressao de moléculas de aderéncia
nas paredes do endotélio vascular, que, consequentemente, aumentam o
processo de sequestro e a gravidade da doenca (Angulo e Fresno, 2002;
Tosta e Muniz-Junqueira, 2005; Muniz-Junqueira, 2007; Sarkar e cols, 2010;
Grau e Craig, 2012).



1.4. Modelos experimentais da malaria

Camundongos geneticamente idénticos de varias linhagens tém sido
utilizados no estudo da malaria experimental na tentativa de elucidar a
fisiopatologia da doencga, ainda pouco esclarecida. O modelo animal aliado &
cepa do plasmédio permite estudar aspectos diversos das formas graves da
malaria por assemelhar-se em alguns sinais clinicos e respostas imunoldgicas
a malaria humana (Lou e cols, 2001; de Souza e Riley, 2002; Borges, 2006;
de Souza e cols, 2010; Craig e cols, 2012). Ha divergéncias entre 0s
pesquisadores quanto a pertinéncia da utilizacdo de modelo animal
experimental na malaria. Para White e cols (2010), os mecanismos
fisiopatoldgicos determinantes da malaria humana séo diferentes em alguns
aspectos dos que ocorrem na malaria experiemtal. Como no modelo C57BL/6,
infectado com o Plasmodium berghei ANKA, em que predomina o sequestro
de leucdcitos, enquanto em seres humanos predomina o sequestro de
eritrocitos parasitados na microvasculatura cerebral. Isso ocorre
possivelmente por diferencas nos fendétipos de moléculas de adesao (de
Souza e Riley, 2002; Borges, 2013). Todavia, varios aspectos da malaria nos
modelos murinos sdo semelhantes ao que ocorrem em seres humanos. Um
melhor entendimento e melhor andlise da analogia e das diferencas das
respostas entre os diversos modelos experimentais poderdo colaborar para
elucidar os mecanismos imunopatogénicos da malaria em seres humanos
também (Borges, 2013).

A linhagem BALB/c, que € considerada resistente a forma cerebral da
malaria, mas apresenta alteracbes histopatologicas no tecido cerebral
(Lacerda-Queiroz, 2007; Corazza, 2015) quando infectados com Plasmodium
berghei ANKA, ndo apresenta quadro clinico neurolégico com agregacao de
leucdcitos na microvasculatura cerebral (Borges, 2006), porém, desenvolvem
mais tardiamente anemia grave ocasionada pela destruicdo e reducdo na
producdo dos eritrécitos (de Kossodo e Grau, 1993). Varias fatores
determinam a anemia na maléaria, entre elas o rompimento elevado de

eritrocitos, que é consequéncia da utilizacdo da hemogloblina pelo plasmadio,



e a remocao dos eritrocitos infectados e nao infectados no baco (Miller e cols,
1989; Evans e cols, 2006; Borges, 2006) e principalmente pelo multiplicacao
intraeritrocitaria do parasito (de Kossodo e Grau, 1993). Ademais ha a
formacao de anticorpos contra os eritrgcitos, agravando ainda mais o quadro
da anemia (Helegbe e cols, 2009).

As linhagens CBA e C57BL/6 s&o susceptiveis a forma cerebral da
doenca quando infectados com o Plasmodium berghei ANKA e evoluem para
um quadro neuroldgico com ataxia, paralisia dos membros em graus diversos,
convulsdo e coma, semelhante aos sinais clinicos que ocorrem na maléaria
humana (Smith e cols, 1994; Rae e cols, 2004; Borges, 2006; Muniz-
Junqueira, 2007). Alteragbes nas estruturas cerebrais vasculares e
metabdlicas sdo semelhantes as que ocorrem na malaria cerebral humana,
ocasionada principalmente pelo aparecimento de edema cerebral,
hemorragia, hipdxia, rompimento da barreira hemato-enceféalica e reducéo do
fluxo sanguineo cerebral, desencadeando um quadro de isquemia cerebral
(Medana e cols, 2000; Sanni e cols, 2001; Penete cols, 2005; Borges, 2006).

Alguns pontos importantes divergem a malaria cerebral humana da
murina. Ocorre um sequestro exacerbado de eritrécitos infectados agregando
também eritrécitos ndo infectados, decorre em menor intensidade agregacao
de leucdcitos na microvasculatura cerebral na malaria humana, enquanto no
modelo CBA, a malaria cerebral cursa com sequestro exacerbado de
leucdcitos e uma moderada agregacao de eritrocitos parasitados (Silamut e
cols, 1999; Hearn e cols, 2000, Borges, 2006). Os camundongos C57BL/6,
apos a infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA, desenvolvem maléaria
cerebral com sinais neuroldgicos, congestédo vascular, adesédo de células e
eritrocitos, lesdo tecidual e um menor nimero de neurbnios (Baptista e cols
2010; Craig e cols. 2012; Corazza, 2015).

Apesar da intensa discussdo sobre a utilizacdo de modelos animais
para o estudo da maléaria cerebral, € consenso a importancia de estudos
controlados nestes modelos (de Souza e cols, 2002; de Souza e cols, 2010;
Craig e cols, 2012; Grau e Craig, 2012). A utilizacdo de modelos murinos com

diferentes susceptibilidades a infeccdo malarica podera ajudar no melhor



entendimento destas alteracdes. Possivelmente, esta melhor compreenséo
permitird acrescentar novos procedimentos imunomodulatérios a terapia
antiparasitaria da maléria. A possibilidade de manipular a reposta do sistema
imunitario ao parasita possivelmente mudara o enfoque de tratamento da
malaria para o de prevencdo de gravidade, diminuindo assim a
inaceitavelmente alta morbidade e mortalidade pela doenga. Os mecanismos
relacionados as vias de ativagao intracelulares desencadeadas pelo fator de
necrose tumoral e que culminam em sua produgéao precisam ainda ser melhor

esclarecidos na malaria.

1.5. O papel das citocinas na maléaria

Varias citocinas inflamatérias participam da defesa do hospedeiro
contra a infeccdo pelo plasmaddio, entretanto se produzidas em excesso
podem agravar a infeccdo (Mitchell e cols. 2005; Muniz-Junqueira e Tosta
2007). Ja foi visto que niveis elevados de citocinas pro-inflamatdrias, como o
fator de necrose tumoral-a (FNT-a), 0 interferon-y (IFN-y), interleucina-6 (IL-6)
e IL-12 est&o relacionados com as formas graves de malaria (Angulo e Fresno.
2002; Mitchell et al. 2005). Na infeccdo pelo plasmddio, inicialmente os
macrofagos secretam IL-12 que estimulam as células NK e linfécitos TCD8+
a produzirem FNT-a que tem papel importante no controle da infeccéo, e
células NK e LTCD4+ produzem IFN-y, ativando a resposta imunoldgica
(Plebanski e Hil, 2000). Entretanto, quando a infeccdo pelo plasmaodio evolui
para as formas graves da maléria, tem-se uma producdo excessiva e
persistente do FNT-a e uma redugao na producao de IL-10 (Dodoo e cols.
2002).

Mondcitos, células endoteliais e fibroblastos produzem IL-6, que
também participa da resposta imunolégica (Gomes e cols, 2009). Na infeccao
malarica a IL-6 participa dos mecanismos de defesa do hospedeiro
contribuindo para inibir o desenvolvimento do plasmédio na fase hepatica da
infeccao (Vreden e cols, 1992; Nussler e cols, 1991). Entretanto, como ocorre

para as outras citocinas, um aumento excessivo de sua expressado esta



relacionado com o desenvolvimento das formas graves da malaria (Lyke e
cols, 2004). Pacientes apresentando formas moderada ou grave da infeccéo
pelo Plasmodium falciparum, durante a fase aguda da doenca e mesmo apoés
o tratamento, apresentam niveis elevados de IL-6 (Wenisch e cols, 1999). Em
camundongos CBA infectados com Plasmodium berghei ANKA ou
Plasmodium yoelii verificou se que a IL-6 estava em niveis muito elevados,
sugerindo que a IL-6 esta relacionada com as varias formas da infecgéo, pois
o Plasmodium berghei ANKA leva ao desenvolvimento de maléaria cerebral no
camundongo CBA e o Plasmodium yoelii ndo causa malaria cerebral (Grau e
cols, 2003).

A IL-12, produzida por macréfagos, participa da imunidade celular e da
resposta imune mediada por anticorpos na infecgcdo pelo plasmadio
(Malaguarnera e cols, 2002). Foi visto que a concentracdo de IL-12 estava
diretamente relacionada com a alta parasitemia em individuos infectados pelo
Plasmodium falciparum (Luty e cols, 2000). Kondadasula e cols (2008) e
Fauconnier e cols (2012) sugerem que a participacdo da IL-12 na defesa
imunoldgica contra os plasmédios esta associada a capacidade do receptor
para a IL-12 de ativar a via STAT/ERK, que é primordial para a producéo de
FNT-a, linfotoxina o. e B e IFN-y.

O papel da citocina IL-17 na infeccdo por plasmdédio ainda ndo esta
muito claro. Produzida por linfécitos T CD4 auxiliar 17, esta relacionada com
a inducao de citocinas inflamatérias e quimiocinas. Foi relatado que a IL-17
estd associada com a imunidade em pacientes co-infectados com o
Plasmodium falciparum e com a Wulchereria bancrofti (Metenou e cols, 2011)
e em pacientes infectados com Plasmodium vivax (Bueno e cols, 2012). Foi
demonstrado que a IL-17 estimula a producao de quimiocinas relevantes para
o recrutamento de neutrofilos e linfocitos T CD8+, que podem participar tanto
da imunidade quando da imunopatogenia das formas graves da malaria
(Campanella e cols, 2008; Miu e cols, 2008; Ouyang e cols, 2008; Van den
Steen e cols, 2008).

Foi visto que células imunolégicas e estromais secretam MCP-1 apés

a ativacao dos receptores de reconhecimento de padrao (RRP) ou depois da
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estimulacdo por citocinas (Griffith e cols, 2014; Proudfoot e cols, 2003). A
MCP-1 por sua vez estimula a quimiotaxia de mondcitos e varios processos
celulares associados a quimiotaxia, como o fluxo de Caz+ e a expresséo de
integrinas. A MCP-1, em concentracfes elevadas, induz a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (Rollins e cols, 1988).

O papel da resposta anti-inflamatéria na maléria ainda precisa ser
melhor esclarecido, mas parece estar relacionado com a depuracdo dos
parasitos durante as fases tardias da infec¢@o primaria.

Nas infeccdes secundarias, com resposta de anticorpos pelos linfécitos
B, h4 um aumento de producéo de IL-4 e IL-10 (Borges, 2013). Nao houve
modificacdo na capacidade para conter o crescimento do plasmédio em
camundongos nocautes para o gene da IL-4 infectados com os Plasmodium
chabaudi ou Plasmodium berghei ANKA (Saeftel e cols, 2004), porém, o
controle da infeccdo pelos camundongos BALB/c infectados pelo P. berghei
ANKA foi viabilizado.

A IL-10 participa da resposta do sistema imunitario contra o plasmaodio
com papel anti-inflamatério regulando a resposta imune pela inibicdo da
atividade de células auxiliares tipo 1 (Tal), NK e macréfagos, que séo
estimulados durante a infeccédo (Couper e cols, 2008). Niveis elevados de IL-
10 foram associados a maior parasitemia e desenvolvimento da anemia em
criancas com o P. falciparum (May e cols, 2000; Huggoson e cols, 2004;
Cabantous e cols, 2009; Boeuf e cols, 2012). Em contraste, em camundongos
BALBI/c infectados com o P. berghei ANKA, ndo susceptiveis a forma cerebral
da doenca, a supressdo da IL-10 ocasionou o desenvolvimento da malaria
cerebral (de Kossodo e cols, 1997, Claser e cols, 2017) e correlacionou-se
com niveis mais elevados de inflamacado sistémica e ativacdo de células T
(Claser e cols, 2017). Ademais, niveis plasmaticos elevados de IL-10 e IFN-y
estdo associados a protecdo imunolégica em criancas gabonesas com
infeccdo assintomatica por P. falciparum (Guiyedi e cols, 2015). Zhang e cols.
(2012) mostraram que a IL-10 desempenha um papel importante no controle
da resposta inflamatdria evitando o dano tecidual e restabelecendo o equilibrio

entre as respostas proé e anti-inflamatorias.
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1.6. Receptores parao FNT

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; Brenner e cols, 2015). O FNT-a liga-se a trés
tipos de receptores, e todos (rFFNT1/p55; rENT2/p75 e rLTX) S&0 co-expressos
na maioria das células, mas diferem em sua expressdo espontanea e
induzida. Tem sido demonstrado que o receptor 1 para FNT (rFNT1) tem uma
funcdo principal na defesa contra infeccdes por patdégenos intracelulares
(Lucas e cols, 1997; Brenner e cols, 2015). O FNT-a exerce sua fungéo pela
interacdo tanto com o rFNT1 que contém o dominio de morte, como com o
receptor 2 para o FNT (rFNT2), que ndo contém o dominio de morte (Wajant
e Scheurich, 2001; Randall e Engwerda, 2010; Li e cols 2013; Brenner e cols,
2015). A linfotoxina (LT) interage com o rFENT-2 e com o receptor para LT-8
(Randall e Engwerda, 2010).

Estudos em camundongos susceptiveis com malaria cerebral
mostraram expressao predominante do rFNT2, mas ndo do rFNT1, na
microvasculatura cerebral, 0 que ndo ocorreu nos camundongos resistentes a
forma cerebral da malaria. Animais geneticamente modificados, de base
genética B6 x 129, que é um hibrido gerado pelo acasalmento de uma fémea
C57BL/6J (B6) e um macho 129S1/SvimJ (129S), deficientes do rFNT2 foram
significantemente protegidos da forma cerebral, enquanto os animais
deficientes do rFNT1 foram tdo susceptiveis a malaria grave quanto os
animais selvagens. Foi sugerido pelos autores que a protecao conferida pela
auséncia do rFNT2 deveu-se ao fato de n&o ter ocorrido aumento da
expressdo do ICAM-1 nos leucécitos, diminuindo desta maneira o sequestro
na microvasculatura cerebral (Lucas e cols, 1997). Tem sido observado que
tanto a sinalizagdo via rFNT2 quanto pelo receptor para linfotoxina-B séo
necessarios e nao redundantes para o desenvolvimento de patologia
microvascular resultando em malaria cerebral fatal, também avaliado

utilizando camundongos de base genética C57BL/6 (Togbe e cols, 2008) e
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que o bloqueio seletivo da sinalizacéo via o receptor da linfotoxina LIGHT
protegeu camundongos, nocaute para o gene LIGHT (B6.LIGHT”), também
de base genética C57BL/6, da maléaria cerebral experimental causada pelo
Plasmodium berghei ANKA (Randall e cols, 2008).

Os fendmenos intracelulares que ocorrem apos a ligacdo do FNT-a/
LTX aos seus receptores FNT1 e 2 e receptor para linfotoxina sdo complexos
e ainda pouco entendidos na malaria. Muitas proteinas que sao envolvidas
nas vias de ativacédo intracelular apés ligacdo do FNT-a ao seu receptor, que
interagem direta ou indiretamente com o dominio citoplasmético dos
receptores 1 e 2 do FNT (rFNT1 e rENT2) e do rLT-B, mostram que estes
receptores estdo conectados com a via da apoptose e com a cascata de
sinalizagdo que leva a ativacdo do NF-kB e INK/MAPK (Wajant e Scheurich,
2001; Randall e Engwerda, 2010; Brenner e cols, 2015).

A sinalizacdo através do receptor para o FNT-o ocorre por meio de
duas classes de proteinas adaptadoras: os fatores associados ao receptor do
FNT (TRAFS) e as moléculas dominio de morte (DD). Sete membros da familia
TRAF estdo envolvidos na transducdo de sinal. Os TRAF 1 e 2 estédo
envolvidas na transducao do sinal do FNT-a, IL-1, IL-17 e de alguns membros
dos receptores semelhantes ao TOLL (Wajant e Scheurich, 2001;
Oeckinghaus e cols 2011; Brenner e cols, 2015).

A proteina adaptadora é selecionada na dependéncia do receptor
possuir o motivo que liga o TRAF ou o0 motivo que liga o DD (Kronke e Adam-
Klages, 2002; Randall e Engwerda, 2010, Brenner, 2015). As proteinas
adaptadoras TRAF1 e o TRAF2 foram os primeiros fatores associados ao
receptor do FNT-a identificados. O TRAF 2 tem um papel importante em
mediar a sinalizag&o estimulada através do rFNT1, ativando a via do NF-xB e
JNK. Além disso, tem sido sugerido que o TRAF2 é um ponto de integracdo
entre 0s sinais anti e pré-apoptéticos (Wajant e Scheurich, 2001; Brenner,
2015).

A sinalizacdo pelo TRAF1 raramente resulta em apoptose, mas pode

estimular muitas vias que levam a ativacdo celular, diferenciacdo, mas
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também podem levar a apoptose. A ligacdo do FNT ao rFNT1 pode sinalizar
através de varias moléculas que induzem respostas diferentes: 1) pela via
FADD, que induz ativacdo da via das caspases; 2) através do MPAK/ERK,
que ativa a via do NF-«xB; 3) pela via do NIK/IKK, que também ativa a via do
NF-xB, sendo que os dois ultimos estimulam a inflamacéo, a producéo de
citocinas inflamatorias e a ativagdo celular (Kronke e Adam-Klages, 2002;
Oeckinghaus e cols, 2011; Brenner e cols, 2015).

Estas proteinas adaptadoras permitem a flexibilizacdo dos eventos de
sinalizacdo que parecem ser requeridos para determinar respostas
especificas tdo conflitantes como sinais de vida pela ativacéo celular ou sinais
de morte pela apoptose (Kronke e Adam-Klages, 2002; Oeckinghaus e cols,
2011; Shih e cols, 2011; Brenner e cols, 2015).

Como o tipo de receptor para o FNT que é estimulado tem relagdo com
a susceptibilidade ou resisténcia as formas graves da malaria (Lucas e cols,
1997), e apés ativacdo, varios caminhos intracelulares diferentes podem
ocorrer, € possivel que a susceptibilidade ou ndo as formas graves da doenca
possa depender da via de ativacdo que é estimulada predominantemente,

entretanto estes aspectos ainda precisam ser esclarecidos na malaria.

1.7. Vias de sinalizacao celular NFx-B

O Fator nuclear kappa B (NF-kB) € um conjunto de pequenas proteinas
intimamente relacionadas que se ligam a um motivo comum conhecido como
sitio kB. Estes reguladores de transcricdo compartilham um dominio terminal
chamado dominio de homologia Rel. Este grupo de proteinas inclui as que
precisam ou ndo de processamento proteolitico. As que ndo precisam séo a
RelA (p65), c-Rel e RelB. As que necessitam processamento proteolitico
incluem o NF-xB1 (p105) e o NF-xkB2 (p100), que produzem, apos o
processamento, a p50 e a p52. Membros destes dois grupos pareiam um com
0 outro, sendo que o NF-kB mais freqiientemente detectado € o heterodimero
do p50 associado com o RelA (p65). O RelA é responséavel pela principal

atividade de transcricdo pela presenca de um forte dominio de ativacdo de
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transcricdo na sua porcao C-terminal (Karin e cols, 2002; Shehata, 2005; Shih
cols, 2011).

Diversos estimulos que induzem a ativacado da via do NF-«xB, como
citocinas (FNT, IL-1, IL-2, IL-6), a molécula glicofosfatidil inositol do plasmédio,
0 Oxido nitrico e os radicais de oxigénio (Garg e Aggarwal, 2002; Shehata,
2005; Morgan e Liu, 2011) encontram se aumentadas na infeccéo grave pelo
plasmaodio (Muniz-Junqueira e cols, 2005; Muniz-Junqueira 2007, Clark e cols,
2008). Esta producdo aumentada leva a ativacdo da via do NF-kB e termina
num processo de retroalimentacdo positiva, agravando ainda mais o
processo, pois aumentam ainda mais as mesmas moléculas que as induziram,
e que estao envolvidas nos processos imunopatoldgicos da doenca.

Em modelos experimentais, apenas a via candnica do NF-kB é ativada
na infeccdo pelo P. berghei ANKA no modelo C57BL/6 que apresenta a forma
cerebral da maléaria, enquanto no modelo BALB/c, que ndo desenvolve a
forma cerebral, tanto a via candnica quanto a ndo candnica sao ativadas
(Borges, 2013).

Multiplos fatores poderiam estar envolvidos na determinacdo da
ativacdo da via do NFk-B, que vai levar a resposta celular, como o tipo de
estimulo, o tipo celular, o receptor pelo qual a via foi ativada e as citocinas
presentes no microambiente celular, desencadeando a morte celular
programada (apoptose), adesdo celular, proliferacdo, resposta imunitéria
inata e adaptativa, inflamagédo e resposta ao estresse celular (O'Dea e
Hoffmann 2010; Perkins 2007; Yao, Xing e Boyce 2009). Estimulos
inflamatorios, principalmente o FNT-a, ativa a via candnica ou classica do NF-
kB, que leva a fosforilgdo do IkBa na Ser32 e Ser36 ligando-se a ubiquitina,
resultando numa degradacdo parcial da molécula pelo proteassoma 26S,
culminando na translocacao da molécula do NFk-B para o nucleo, onde vai se
ligar ao seu promotor (Perkins, 2007, Mitchell e cols, 2016). Uma modulagéo
dessa via poderia amenizar a resposta inflamatoéria (Corazza, 2015),

melhorando os sintomas das formas grave da doenca.
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A via ndo candnica ou via alternativa do NFk-B é ativada principalemte
por sinais de desenvolvimento através de receptores como rLTp e r2TNF
(Perkins, 2007, Mitchell e cols, 2016), que induzido pela NIK, também
conhecida como MAP3K14, através da estimulacdo do IKKa, leva o
processamento de p100 em p52 pela fosforilagdo de p100 nas serinas 866 e
870, que se liga a ubiquitina, levando a degradacédo parcial da molécula e
desencadeando sua translocacédo para o nucleo (Perkins, 2007, Mitchell e
cols, 2016). A via ndo canodnica do NFkB controla uma variedade de fenétipos
de desenvolvimento, incluindo a maturagdo e sobrevivéncia de células B,
ativagdo de células dendriticas, e o metabolismo 6sseo (Perkins, 2007,
Mitchell e cols, 2016). A exposi¢cdo em cultura de células de veia umbelical a
hemacias parasitadas pelo P falciparum induziu resposta inflamatoria
mediada pela ativacdo do NF-kB. A inibicdo precoce desta via tem sido
sugerida como wuma aproximacdo para evitar as consequéncias
proinflamatdrias da ativacdo endotelial, e que a avaliacdo de métodos para
modular a via do NF-xB é uma meta a ser alcancada (Tripathi e cols, 2006;
2009).

Entretanto, fatores envolvidos na ativacdo ou ndo da via do NF-xB
precisam ainda ser esclarecidos na malaria e qual ou quais vias sao ativadas
precisam ainda melhor esclarecimento na malaria. Também ndo esta
esclarecido o possivel papel de potenciais drogas imunomoduladoras sobre a

ativacdo do NFkB nas formas graves da malaria.
1.8. Corpusculos Lipidicos

Corpusculos lipidicos ou goticulas lipidicas sao organelas ricas em
lipidios existentes em células de quase todos 0s organismos, incluindo
plantas, leveduras, animais. Os lipideos tém sido reconhecidos como
moléculas sinalizadoras de vias intracelulares e tém a capacidade de
desencadear respostas fisioloégicas importantes. Essas organelas estao
aumentadas em células como macroéfagos, neutrofilos, eosinofilos e células

endoteliais presentes nos processos inflamatérios (Bozza e cols, 2009). Sua
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estrutura € composta por uma monocamada de fosfolipidios e seu nucleo é
rico em lipidios neutros. Foi demostrado seu envolvimento na producédo de
proteinas associadas ao metabolismo do colesterol e triglicerideos, no
transporte do araquidonato e dos acidos graxos para membrana, ademais
esta implicado na regulacdo e formacdo dos eicosanoides, no
armazenamento de citocinas, como o FNT-qa, e quimiocinas, como a Rantes,
e na ativagdo das vias de sinalizacéo intracelular (Bozza e Bandeira-Melo,
2005; Wan e cols, 2007; Bozza e cols, 2009).

Os corpusculos lipidicos sdo as principais organelas produtoras de
eicosanoides, participam da sinalizacdo intracelular e sua expressao esta
aumentada em células envolvidas no processo inflamatorio (Melo e Dvorak,
2012). Apresentam funcdes inflamatérias e imunorregulatorias, dado que
contém enzimas formadoras de eicosanoides, fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas (Borges, 2017). Os eicosandides, incluindo
prostanoides, leucotrienos e lipoxinas, sdo moléculas sinalizadoras derivadas
da oxigenacdo enzimatica do acido aracddnico e controlam processos
intracelulares importantes, incluindo ativagao celular, metabolismo, migracéo,
proliferacdo e morte. Estes lipidios participam de processos como
homeostasia tissular, defesa do hospedeiro e inflamacdo (Wymann e
Schneiter, 2008). A sintese dos eicosandides comeca com a liberacdo do
acido aracdénico dos fosfolipideos de membrana pela acdo da fosfolipase A2
e pode ocorrer em varios locais, como nha membrana nuclear, na membrana
fagossomal, no reticulo endoplasmatico e em corpusculos lipidicos. A sintese
dos prostandides comeca com a acao das enzimas cicloxigenase (COX) que
determinara a producdo de prostaglandinas ou tromboxane e das
lipoxigenases, sendo que a 5LO determinara a producgéo dos leucotrienos e a
15L0, da eoxina (Bozza e cols 2011). Foi observado acumulo de corpusculos
lipidicos na aterosclerose, septicemia bacteriana, sindrome da angustia
respiratéria aguda, inflamacdo pulmonar alérgica, artrite, infecgbes por
micobactéria e na malaria (McGookey e cols, 1983; Leite e cols, 2005;
Mesquita-Santos, 2006; Salluh e cols, 2007; Bozza e cols, 2009; Melo e
Dvorak, 2012; Couto, 2015; Borges e cols, 2017).
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Quanto as infeccbes por protozoarios, foi observado acumulo de
corpusculos lipidicos nos macrofagos 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), em eosinofilos na esquistossomose
murina (Magalhdes e cols, 2010) e Leishmania infantum (Rodriguez e cols,
2017). Na maléria, foi visto em eritrcitos parasitados pelo Plasmodium
falciparum (Palacpac e cols, 2004; Jackson, 2004), em mondcitos humanos
estimulados in vitro com o P. falciparum (Couto, 2015) e em macrofagos de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA infectados com Plasmodium berghei
ANKA (Borges e cols, 2017). Esse aumento sugere uma condi¢do inflamatoria
tanto em cepas de camundongos resistentes, quanto susceptiveis a malaria
cerebral, porém, houve diferencas entre as enzimas produzidas dentro dos
corpos lipidicos, evidenciadas pelos diferentes niveis de expressdo de COX-
2 e 5-LOX entre as trés linhagens. Enquanto os camundongos CBA exibiram
maior expressdo de COX-2, os camundongos C57BL/6 exibiram niveis
aumentados de COX-2 e 5-LOX nos vasos cerebrais (Borges e cols, 2017).
Ja foi demonstrado em camundungos ICR infectados pelo P. berghei ANKA
maior mortalidade dos animais tratados com aspirina, que € um inibidor da
COX, sugerindo que as prostaglandinas estariam relacionadas com a
protecdo contra a maléria, enquanto os leucotrienos seriam detrimentais (Xiao
e cols, 1999) e acumulo de COX1l e COX2 ja foi observado por
imunohistoquimica em cérebros de pacientes que morreram de malaria
cerebral (Deininger e cols, 2000).

As duas vias do NF-xB e dos eicosandides terminam com a producéo
de radicais livres e sédo por sua vez moduladas pelos radicais livres. Como
também o PPARY, que é modulado pelo FNT-a (Ye, 2008), € um modulador
do metabolismo lipidico (Bozza e cols 2011), mostrando a complexidade das
interacbes entre as varias vias intracelulares (Morgan e Liu, 2011).

Observamos que o tratamento in vitro dos eritrocitos infectados com P.

18



falciparum e dos mondcitos por 60 min com trés antimalaricos, artemeter,
lumefantrina ou mefloquina, diminuiu a expressdo de corpusculos lipidicos
pelos mondcitos, quando o estimulo foi feito com o parasito nédo sensibilizado,
cuja ingestdo pelo mondcito ocorreu pelos receptores para padroes
moleculares de patdgenos. Entretanto, para a lumefantrina e para a
mefloquina, observamos resultado oposto quando o estimulo foi feito com os
eritrécitos parasitados pelo P. falciparum sensibilizado com soro fresco,
ocorrendo aumento da expresséo dos corpusculos lipidicos apés o estimulo.
Nesse Ultimo caso, a ingestdo do parasito ocorreu pelos receptores para
opsoninas. Essa diferenca nas respostas indica que em nosso modelo a
expressdo dos corpusculos lipidicos foi dependente da via pelo qual o
mondcito foi estimulado pelo eritrocito parasitado (Couto, 2015).

E suposto que no cérebro as oscilagbes do metabolismo lipidico
possam estar relacionadas a varias desordens e alteracdes neuroldgicas
(Borges, 2013). Multiplas doencgas cerebrais estdo associadas com baixas
concentragbes de produtos lipidicos que influenciam na biossintese de
neurotransmissores amplificando a peroxidacao lipidica (Harada e cols, 2007).
A malaria cerebral em camundongos C57BL/6, infectados pelo Plasmodium
berghei ANKA, mostrou correlacdo com as alteragdes do metabolismo lipidico
(Ghosh e cols, 2012). Os corpos lipidicos sdo reguladores criticos de
diferentes doencas inflamatdrias, marcadores chave de ativacao de leucdcitos

e alvos atraentes para novas terapias anti-inflamatérias (Bozza, 2009).
1.9. Oxido Nitrico

O o6xido nitrico participa de varias funcdes biologicas intra e
extracelulares (Brunet, 2001; Borges 2013), é produzido por varias células
como, macrofagos/micréglia, células endoteliais e outras células do sistema
imunitario por meio da enzima o6xido nitrico sintase (NOS) (Hu e cols, 2016,
Percario e cols, 2012, Cascaes, 2017). O NO € uma molécula mensageira
inter e intracelular que participa da defesa contra o plasmédio, impedindo ou

limitando seu crescimento, agindo diretamente nas células regulando a
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resposta inflamatodria e estimulando a fagocitose por macréfagos (Brunet,
2001; Borges 2006).

O papel do Oxido nitrico na malaria ainda ndo estad totalmente
compreendido. O desequilibrio na producdo de citocinas inflamatorias e a
alteracdo do metabolismo lipidico promovem a formacao de varias espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, como o éxido nitrico (NO) (Morgan e Liu,
2011; Borges 2013). A producéo local de citocinas proinflamatorias pelos
mondcitos, macroéfagos e microglia ativados, particularmente pelo FNT-a e
linfotoxina, e de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, leva a ativacédo
das células endoteliais e, eventualmente, ao dano destas células e das células
vizinhas (Schofield e Grau, 2005). Apés ativacdo, as células endoteliais
aumentam a producdo de Oxido nitrico e a expressao de moléculas de
aderéncia, as quais agravam ainda mais o sequestro dos eritrocitos
parasitados (Turner, 1997; Tosta e Muniz-Junqueira, 2006; 2009; Muniz-
Jungueira, 2007; Muniz-Jungueira e Tosta, 2007; Mishra e cols, 2007; Mishra
e Newton, 2009; Tosta e Muniz-Junqueira, 2011; Razakandrainibe e cols,
2013; Muniz-Junqueira e cols, 2021). Além disso, o NO tem a¢do moduladora
sobre a transmissdo de sinal na sinapse neuronal (Mendis e Carter, 1995),
como também pode ocasionar lesdo tecidual mais grave pela formacao de
peroxinitritos (Tosta e Muniz-Junqueira, 2011; Cascaes, 2017; Muniz-
Junqueira e cols, 2021). Para Sobolewski e cols (2005a), o 6xido nitrico pode
participar da patogenia das formas graves da malaria. Ademais, outros
autores demonstraram que o NO possui um efeito antiparasitario contra o
plasmaodio (Rockett e cols, 1988; Stevenson e cols,1992; Taylor-Robinson,
1997; Taylor-Robinson e Looker, 1998; Taylor-Robinson e Smith, 1999). A
inibicdo do NO levou ao desenvolvimento das formas graves da malaria em
camundongos Swiss infectados pelo Plasmodium berghei ANKA (Percério e
cols, 2012).
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1.10. Imunomodulacéo terapéutica e papel da

pentoxifilina

A pentoxifilina [1-(5-oxohcxil)-3,7-dimetilxantina] € um derivado da
xantina. O mecanismo pelo qual a pentoxifiina (PTX) atua ndo é bem
conhecido, mas parece estar relacionado as concentracdes de trifosfato de
adenosina eritrocitaria (ATP) e a fosforilacdo das proteinas da membrana
eritrocitaria, ambos o0s mecanismos resultando em uma melhora na
flexibilidade eritrocitaria (Zakeri-Milani e cols, 2012) e na reducdo da
viscosidade do sangue (Beermann e cols, 1985; Smith e cols, 1986). A Ptx é
altamente solUvel em agua e € bem absorvida pelo trato gastrointestinal, no
entanto, a quantidade de droga biodisponivel para o corpo € apenas cerca de
20-30% devido ao extenso metabolismo hepatico de primeira passagem
(Beermann e cols, 1985; Smith e cols, 1986; Varshosaze cols, 2010; Zakeri-
Milani e cols, 2012). Apos a dosagem oral a pentoxifilina € extensamente
metabolizada. Um dos principais metabolitos no plasma é o 1- (S'-hidroxihexil)
3,7-dimetilxamina, enquanto os dois principais metabdlitos urinarios sao 1-
carboxipropil-7-dimetilxantina e 1 carboxibutil-3,7-dimetilxantina.

Em humano as concentracdes plasmaticas maximas de pentoxifilina e
metabdlitos de cerca de 300 e 343 ug/ L foram alcancados em 3,3 e 3,2 horas,
respectivamente e a meia-vida foi de aproximadamente 1 a 2 h (Beermann e
cols, 1985; Smith e cols, 1986; Varshosaze cols, 2010 Zakeri-Milani e cols,
2012). Outros metabdlitos reconhecidos tém concentracdes plasmaticas mais
baixas e menos ou nenhuma atividade conhecida (Beermann e cols, 1985;
Smith e cols, 1986). Em camundongos, a administracdo oral de pentoxifilina
na dose de 50 mg kg/dia levou a concentracdo plasmatica maxima 4260 g/
L, em tempo maximo de 10 min e meia vida de 10 min (Wyska e col, 2007) e
a administracao intraperitoneal da pentoxifilina na dose de 100 mg kg/dia
levou a concentracdo maxima de 1x10° ug/L, em tempo maximo de 5 min e
meia vida de 7 min (Honess e col,1993).

A pentoxifiina € completamente metabolizada e mais de 90% é

eliminada por via urinaria sob a forma de metabdlitos polares hidrossoluveis
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nao conjugados. Entretanto, no caso dos comprimidos de liberacdo
prolongada de Ptx, a extenséo total da absor¢cdo também é aumentada pela
co-administracdo do medicamento as refeicbes (Beermann e cols, 1985;
Smith e cols, 1986).

As formas de dosagem oral sdo compostas pela substancia
medicamentosa e excipientes. Um teste de dissolu¢gdo comparativo in vitro foi
realizado comparando duas formulagées de comprimidos de pentoxifilina de
liberacdo prolongada oral (400 mg) seguindo a orientacao de bioequivaléncia
da agéncia reguladora norte-americana, a Food and Drug Administration (
FDA), e ambas atenderam as especificacbes farmacéuticas gerais para
variacao de peso, ensaio de conteldo e teste de uniformidade de conteudo.
Ambos os produtos liberaram até 30% na primeira hora e ndo menos que 80%
em 20 h e passaram no padrdo USP para teste de dissolu¢cdo de comprimidos
de liberacao prolongada de Ptx (Zakeri-Milani e cols, 2012). Os comprimidos
de pentoxifilina para administracdo oral contém 400 mg da droga ativa
revestido de liberacdo prolongada com os seguintes ingredientes inativos:
povidona, hipromelose, celulose microcristalina, estearato de magnésio,
alcool polivinilico + dioxido de titano + macrogol + talco, corante laca vermelho
eritrosina.

A pentoxifilina é indicada em doencas oclusivas arteriais periféricas e
distarbios artério-venosos de natureza aterosclerdtica ou diabética
(claudicacao intermitente, dor em repouso) e disturbios troficos (Glceras nas
pernas e gangrena); alteracbes circulatérias cerebrais (sequelas de
arteriosclerose cerebral, como: dificuldade na concentracdo, vertigem e
comprometimento da memoria), estados isquémicos e pos-apopléticos;
distarbios circulatérios do olho ou ouvido interno, associados a processos
vasculares degenerativos e a comprometimento da visao ou audicéo.

A pentoxifilina como terapéutica auxiliar para malaria n&o foi indicada
pela OMS para o tratamento da malaria devido aos resultados conflitantes dos
trabalhos que utilizaram essa terapéutica em modelos experimentais e seres
humanos. Apesar da pletora de seus efeitos potencialmente benéficos, os

resultados das tentativas de sua utilizagdo como terapéutica adjuvante tanto
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na malaria humana, quanto na experimental sdo ainda controversos (Muniz-
Junqueira, 2007; Muniz-Junqueira e Tosta, 2007). Uma caracteristica comum
das formas graves da maléria € a descontrolada ativacdo do sistema
imunitario e a Ptx poderia modular muitos pontos responsaveis pela ativacéo
do sistema imuntario. Portanto, a adocao de terapéuticas capazes de controlar
esta inadequada resposta imune seria benéfica, no sentido de reduzir a
gravidade das manifestacdes clinico-patolégicas e melhorar o prognéstico dos
pacientes.

O notavel maior entendimento da patogénese da doenca tem
encorajado potenciais intervencdes terapéuticas esperando modular a
hiperativacdo do sistema imunitario. Porém, embora uma possibilidade
esperancosa em bases tedricas, um sucesso definitivo esta longe de ser
alcancado pelas avaliacbes clinicas ja realizadas (Muniz-Junqueira, 2007;
Muniz-Junqueira e Tosta, 2007). Muitas aproximacdes tém sido tentadas: a)
utilizacdo de anticorpos monoclonais ou policlonais anti-citocinas pro-
inflamatoérias excessivamente produzidas durante a infeccdo, b) anticorpos
contra moléculas de aderéncia ou plaquetas para diminuir o sequestro de
eritrocitos parasitados na microcirculacéo e para melhorar o fluxo sanguineo,
c) drogas que diminuem o efeito de radicais de oxigénio, e) drogas com agao
pleiotropica sobre os aspectos principais da imunopatogenese das formas
graves (Muniz-Junqueira e cols 2005; Muniz-Junqueira, 2007; Muniz-
Junqueira e Tosta, 2007; Balachandar e Katyal, 2011).

A pentoxifilina (Ptx) € a droga com acdo moduladora pleiotrépica sobre
0 sistema imunitario que tem sido mais avaliada na malaria experimental e
humana e atua em muitos pontos importantes da patogénese das formas
graves. Seus efeitos potencialmente benéficos sdo: a) melhorar o fluxo
sanglineo cerebral, b) melhorar a microcirculacdo por seu efeito
hemoreoldgico, c) aumentar a deformabilidade dos eritrocitos, d) reduzir a
viscosidade sanguinea, ) diminuir a agregabilidade das plaquetas, f) ter efeito
anti-inflamatoério por inibir a producdo de citocinas inflamatérias e radicais
livres, g) ter propriedades protetoras do endotélio e h) inibir a formacgéo de

roseta pelas hemacias parasitadas pelo plasmodio e desfazer as rosetas ja
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formadas (Ward e Clissold, 1987; Doherty e cols, 1991; Crouch e Fletcher,
1992; Neuner e cols, 1994; Mandell, 1995; Lehman e cols, 1997; Kriska e cols,
1998).

Tém sido mostrados resultados positivos, como a diminuicéo dos niveis
séricos do FNT-a (Graninger e cols, 1991; Di Perri e cols, 1995), prevencao
da maléaria cerebral (Kremsner e cols, 1991), aumento da sobrevida em
camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA (Santos-Neto e cols,
1991; de Paula Janior, 2003; Borges, 2006), prevencdo de dano seletivo dos
neurénios do hipocampo em camundongo C57BL/6 infectados com
Plasmodium berghei K173 (Stoltenburg-Didinger, 1993), e diminuicdo da
necrose de neurbnios no cortex cerebral no modelo CBA (Corazza, 2015).
Além disso, a administracao de pentoxifilina em criancas (Di Perri e cols, 1995)
e adultos (Das e cols, 2003) com malaria cerebral causou um efeito inibitorio
na sintese de FNT-a, significantemente encurtando a duracdo do coma e
diminuindo a mortalidade.

Entretanto, Looareesuwan e cols (1998) ndo observaram nenhuma
diferencga nos niveis séricos de FNT-a ou na evolugéo clinica entre individuos
tratados ou ndo com a pentoxifilina, porém, a heterogeneidade das
apresentacoes clinicas dos pacientes avaliados e o pequeno tamanho dos
grupos amostrais ainda ndo permitiram conclusdes definitivas. Por outro lado,
Wenisch e cols (1998) mostraram que a utilizacdo de altas doses de
pentoxifiina marcadamente reduziu os niveis séricos do FNT-a, IL-6 e
receptor sollvel para o FNT-a quando comparado aos pacientes que
receberam doses mais baixas do farmaco ou placebo. Porém, nenhuma
conclusao foi possivel ser tirada dos efeitos da droga sobre o curso clinico da
malaria. Hemmer e cols (1997) n&o observaram nenhuma diferenga no tempo
de hospitalizagdo, tempo de desaparecimento da febre, consumo total de
acetoaminofeno e parametros laboratoriais entre 0s grupos tratados ou nao
com a pentoxifilina, além da presenca de efeitos colaterais como nduseas e

desconforto abdominal mais frequentemente no grupo tratado com o farmaco.
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E Lell e cols (2010) mostraram maior mortalidade no grupo de criancas com
maléria cerebral tratadas com a pentoxifilina.

Tem sido mostrado que a infec¢ao pelo P. berghei Anka determinou
alteracdes histopatologicas diferentes em modelos susceptiveis (C57BL/6 e
CBA) ou resistentes a malaria cerebral (BALB/c), indicando que a resposta a
infeccdo nesses modelos € diferente. O tratamento dos animais com a
pentoxifilina protegeu da necrose neuronal e congestéao vascular no CBA, mas
agravou no C57BL/6. Diferentemente, diminuiu a aderéncia de eritrécitos e
leucdcitos nos camundongos C57BL/6, mas ndao no CBA (Corazza, 2015). As
lesbes intra-alveolares pulmonares determinadas pelo aumento da
permeabilidade da membrana alvéolo-capilar foram observadas nos trés
modelos infectados com o plasmédio, embora discreta no BALB/c, que nédo
apresenta a forma grave cerebral ou pulmonar, e a pentoxifilina aboliu a leséo
alveolar focal nos trés modelos da maléaria. Como também diminuiu a
congestao nos vasos pulmonares (Corazza, 2015).

Por que ocorre esta discordancia entre os possiveis beneficios
esperados da pentoxifilina na malaria, teoricamente capazes de influenciar
pontos chaves da imunopatogenia da doenca, e as observacdes clinicas ja
relatadas? Alguns pontos podem ser considerados: 0os pacientes estudados
representavam grupos muito heterogéneos, com quadros clinicos diversos, 0s
critérios de gravidade nem sempre foram observados ou estabelecidos, os
esquemas terapéuticos foram muito variaveis e o tamanho das amostras nem
sempre foram suficientes para se tirar conclusées (Muniz-Junqueira e Tosta,
2007). Além desses, alguns outros aspectos precisam ser considerados para
gue a droga possa ser efetiva, como: o inicio do tratamento deve ser precoce
o suficiente para modular negativamente o sistema imunitario antes do
aparecimento das lesdes, porém, ndo pode ser tdo precoce que iniba a
resposta de defesa do préprio individuo.

Entretanto, além de testes clinicos melhor conduzidos com desenhos
experimentais mais bem definidos, € importante ter-se uma melhor
compreensao dos mecanismos pelos quais a pentoxifiina modula as

respostas do sistema imunitario, o que a tornaria de aplicacdo terapéutica
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mais eficiente como adjuvante no tratamento da malaria grave. Foram
observados efeitos diferentes nas altera¢des histopatoldgicas pelo tratamento
com a pentoxifilina nos trés modelos da malaria, BALB/c, CBA e C57BL/6
(Corazza, 2015), portanto, a melhor compreensdo dos mecanismos de
imunopatogénese na malaria e o efeito da pentoxifilina na doenca podera
contribuir para compreensdo dos resultados controversos encontrados em
seres humanos tratados com a pentoxifilina.

Jé foi visto que o perfil de resposta imunoldgica na malaria é diferente
nos trés modelos estudados. Ademais, ha discordancia quanto aos possiveis
beneficios esperados pela utilizacdo da pentoxifiina na malaria. Neste
trabalho, estudamos a influéncia da droga imunomoduladora pentoxifilina, nos
trés modelos de camundongos, BALB/c, CBA e C57BL/6, no intuito de avaliar
o efeito da pentoxifilina nos aspectos funcionais do sistema imunitario
relacionados com as alteracBes das vias moleculares que ocorrem na
intimidade das células para verificar se sdo diferente nos trés modelos,
observar a influéncia da Ptx na ativacdo dessas vias nos animais que s&o
resistentes a maléaria cerebral em comparacdo com aqueles que apresentam
a forma cerebral da doenca. Dessa forma esperamos compreender 0s
possiveis efeitos da pentoxifilina nos trés modelos e contribuir para uma
terapéutica mais adequada, no sentido de reduzir a gravidade das
manifestacdes clinico-patolégicas e melhorar o prognostico dos pacientes.

A pentoxifilina modulou negativamente ativacdo de duas vias de
sinalizacao pré-inflamatoérias principais (NF-xB e JAK-STAT) por meio do
efeito antagonista na ligagdo da adenosina com seu receptor (A2AAR). O
desencadeamento de A2AAR causa elevagcdo dos niveis de CcAMP
intracelular. Isso leva ao aumento da atividade da SUMO-1 junto com a
inibicdo do complexo E3 SCF Ub ligase, que impede a ubiquitinacado e
degradacédo de IkBa, desligando assim a via do NF-kB. Além disso, altos
niveis de cAMP suprimem a sinalizacdo JAK / STAT mediada por citocinas

por meio da inducéo da proteina inibidora SOCS3 (Feret e cols, 2021).
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Como a pentoxifilina modula a producao de citocinas inflamatérias, que
utilizam a via do NF-xB, que pode resultar em respostas variaveis, torna-se
importante esclarecer por quais vias intracelulares o farmaco esta exercendo
seu efeito, 0 que ndo esta ainda esclarecido na maléria.

Apesar da falta de dados definitivos sobre o uso de drogas
imunomoduladoras na malaria, como seus mecanismos de patogénese sao
multiplos e complexos, é provavel que farmacos com acgéao pleiotrépica sobre
0 sistema imunitario tenham mais chance de sucesso como adjuvantes da
terapia antimicrobiana na maléria, particularmente aqueles que modulam
simultaneamente 0os mecanismos principais envolvidos na patogénese da
doenca. Assim, é importante esclarecer os aspectos funcionais do sistema
imunitario relacionados com as alteracdes nos mecanismos celulares e
moleculares que ocorrem na intimidade das células do sistema imunitario na
malaria. Como também avaliar qual € a influéncia da droga imunomoduladora
pentoxifilina sobre as células do sistema imunitario durante a infeccao
malarica, utilizando modelos susceptiveis ou ndo as formas graves da doenca.

A melhor compreensdo da via do NF-xB poderd repercutir no
esclarecimento dos mecanismos celulares e moleculares que determinam as
diferentes formas e gravidade da doenca, esclarecendo 0os mecanismos
patogénicos intrinsecos moleculares que estdo ocorrendo na intimidade da
célula, mas que podem repercutir diretamente nas diversas expressoes
clinicas da doenca. Ademais, o entendimento destes mecanismos podera
resultar numa melhor compreensdo dos mecanismos de modulacdo das
respostas do sistema imunitario por estes farmacos, dando subsidios para
propiciar uma utilizacdo clinica mais adequada das drogas

imunomoduladoras.
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JUSTIFICATIVA
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O FNT-a € uma das principais citocinas inflamatorias que participa dos
mecanismos fisiopatogénicos da malaria grave e a pentoxifiina modula a
resposta inflamatéria, e a produg¢édo do FNT-a. A ativacao das vias do NF-xB
pode culminar na producao de citocinas inflamatorias, particularmente o FNT-
o, dependendo de sua via de ativacdo. O NF-«B poderia ser ativado por vias
diferentes em modelos experimentais susceptiveis ou resistentes a forma
cerebral da malaria. A hiperativagdo da via da resposta inflamatoria pode levar
a malaria grave. A ativacdo da via do NF-kB ocorre pela estimulacdo dos
receptores para padrdes moleculares de patagenos na fase inicial da infec¢ao,
entretanto, é possivel que sua ativacdo pode ser mantida pela acdo das
citocinas inflamatorias, particularmante o FNT-a, ligando-se aos seus
receptores e amplificando a producdo das moléculas da resposta
inflamatorias. Ha trés receptores para o FNT-a que poderiam ser estimulados,
o receptor 1 FNTa (r1FNT), o receptor 2 para o FNT-a (r2FNT) e o receptor
para linfotoxina (rLTX). Portanto, a melhor compreenséao das vias de ativacao
do NF-kB desde os receptores para o FNT até a ativacdo das moléculas finais
da via, e a producdo das citocinas e da acao da pentoxifilina nessas vias de
ativacao podera contribuir para o melhor entendimento do desenvolvimento
das formas graves da malaria e aumentara a possibilidade de utilizacao de
drogas imunomoduladoras, como a pentoxifilina, de modo mais adequado,
como adjuvante aos antiparasitarios, contribuindo para aumentar o arsenal
terapéutico no tratamento da maléaria e diminuindo a ainda inaceitavelmente

alta morbi-mortalidade pela doenca.
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OBJETIVO
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3.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar se ha diferencas nas vias
intracelulares do NF-«B que sao utilizadas em modelos susceptiveis ou
resistentes a forma cerebral da malaria e a influéncia da droga
imunomoduladora pentoxifilina na evolucao da maléaria e nas vias de ativacao
do NF-xB nos camundongos BALB/c, resistentes a malaria cerebral e nos
camundongos CBA e C57BL/6, susceptiveis a forma cerebral da doenca,

qguando infectados pelo Plasmodium berghei ANKA.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a resposta a infec¢cdo pelo plasmaodio e a influéncia da pentoxifilina:

1) na sobrevida, na evolucdo do peso, na anemia, na parasitemia e na
producdo de corpusculos lipidicos e oOxido nitrico pelos macréfagos

peritoneiais dos animais nos trés modelos de estudo.

2) na producdo de citocinas no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneias, no homogenato do tecido cerebral e no soro dos animais dos trés

modelos de estudo.
3) na expressao dos receptores 1 e 2 para o FNT e do receptor para linfotoxina
e de moléculas das vias de ativacdo do NF-xB em micréglias e em outras

células do tecido cerebral.

4) na expressao das moléculas finais das vias canonica e ndo candnica do

NF-xB em microglias e em outras células do tecido cerebral.
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MATERIAIS E METODOS
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4.1. Delineamento experimental

Na Figura 1 encontra-se esquematizado o desenho experimental
do trabalho. Para analisar a influéncia do tratamento com pentoxifilina (Ptx)
nos trés modelos foram avaliados a sobrevida dos animais, parasitemia,
hematdcrito e peso, a expressao de corpusculos lipidicos, a producdo de NO
e de citocinas, a expressao do receptor para linfotoxina e dos receptores 1 e

2 para o fator de necrose tumoral-a. e as vias candnicas e nao candnicas do

NF«kB.

MODELOS EXPERIMENTAIS
BALB/c CBA C57BL/6

GRUPOS DE ESTUDO
Normal Ptx P. berghei Pb + PTX
P berghei P. berghei + pentoxifilna (n=10)

(n=10)

GRUPOS DE ESTUDO

Sexto dia

Macrofagos peritoneais
Curva de sobrevida

Parasitemia
Hematocrito
Evolugdo do peso

Sexto dia
Macréfagos peritoneais Soro homaogenato de tecido cerebral
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Figura—01. Desenho experimental

4.2. Tipo de estudo e aspectos éticos

Estudo experimental realizado no Laboratoério de Imunologia Celular da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Foram estudados
macrofagos peritoneais e micréglias de camundongos, homogenato do tecido
cerebral e soro da linhagem BALB/c, modelo ndo susceptivel a maléaria
cerebral, e animais das linhagens C57BL/6 e CBA, modelos que sé&o
susceptiveis a malaria cerebral. Os camundongos foram infectados ou néo

com Plasmodium berghei ANKA.
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O presente projeto obedeceu as normas éticas para pequisa cientifica
com animais de experimentacao e foi desenvolvido com total isencdo de
quaisquer conflitos de interesse e sem qualquer relacdo com os laboratorio
fornecedor da pentoxifilina e foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
com animais da Universidade de Brasilia (Processos: 43050/2010 e
006/2020). Foram obedecidas as diretrizes do “ARRIVE” do National Centre
for the Replacement Refinement & Reduction of Animals in Research
(NC3Rs).

4.3. Animais

Os animais foram provenientes do alojamento de animais da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia e do biotéiro da UNICAMP (CEMIB /
UNICAMP).

Nos animais obtidos do alojamento de animais da Faculdade de
Medicina da UnB foram avaliados a sobrevida dos animais, parasitemia,
hematdcrito, peso, a expresséo de corpusculos lipidicos, a producédo de NO
e a determinacdo das citocinas. Os animais provenientes do biotério da
UNICAMP eram livres de patdgenos, entretanto, ficaram mais de um més em
nosso alojamento nas mesmas condicfes que 0s outros animais utilizados em
nossos experimentos, e esses foram utilizados nos experimentos que
analisaram da via do NF-«B.

A média de idade de todos os animais utilizados em nossos
experimentos dos trés modelos foram:

BALB/c: Grupo controle = 8,2 + 0,6 semanas; Grupo tratado inoculado com
salina e tratado com pentoxifilina (Ptx) = 8,1 + 0,5 semanas; Grupo infectado
com o Plasmodium berghei ANKA e tratado com salina (Pb) = 8 £ 0,0
semanas; Grupo infectado com o Plasmodium berghei ANKA e tratado com
pentoxifilina (Pb+Ptx) = 8 + 0,0 semanas.

CBA: Controle = 8,1 £ 0,7 semanas; Ptx = 7,9 £ 0,7 semanas; Pb =7,9 £ 0,7

semanas; Pb+Ptx = 8 + 0,6 semanas.
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C57BL/6: Controle = 7,9 + 0,5 semanas; Ptx = 8,4 £ 0,8 semanas; Pb =7,9 +
0,0 semanas; Pb+Ptx = 8,6 = 0,8 semanas.

Os camundongos eram mantidos em caixas em grupos de no maximo
4 animais, em estante ventilada, com ciclo de 12h no claro e 12 h no escuro e
a eutanasia foi realizada em camara de CO: dos animais previamente
anestesiados por via intraperitoneal, com 75mg/kg de Cetamin (Cloritado de
Cetamina) e 10mg/kg de Xilazin (Cloridato de xilazina 2%) (Sintec do Brasil
Ltda).

Para os animais em que foi analisada a sobrevida, a morte dos animais

foi espontanea para nao interferir nos resultados.

4.3.1. Grupos do estudo
4.3.1.1. Curva de sobrevida

Para avaliar a curva de sobrevida, os animais foram separados em dois
grupos (10 animais por grupo), para cada um dos trés modelos de
camundongos BALB/c, CBA, C57BL/6:

1) grupo infectado com P. berghei ANKA e tratado com salina 0,9% (Pb);
2) grupo infectado com P. berghei ANKA e tratado com pentoxifilina 100
mg/kg/dia por via oral (Pb+Ptx).

O tratamento com a Ptx foi feito por via oral utilizando pipeta e ponteira
e comecou no terceiro dia da infeccdo (Muniz-Jungueira e cols, 2001). Para
avaliarmos a influéncia do tratamento com a pentoxifilina na sobrevida, os
animais foram acompanhados até a morte espontanea. Nesses animais
avaliamos o peso, hematdcrito e a parasitemia, no terceiro e quinto dia, nos
trés modelos e no oitavo, décimo quinto e vigésimo primeiro dia no modelo
BALBI/c.
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4.3.1.2. Grupos de estudo para avaliacao das funcdes do

sistema imunitério

Para avaliar a expresséo dos corpusculos lipidicos, producéo de 6xido
nitrico, determinacéo das citocinas e analise da via do NF-xB os animais foram
separados em quatro grupos:
1) grupo controle tratado com salina 0,9% (Controle);
2) grupo tratado com pentoxifilina 100 mg/kg/dia por via oral (Ptx);
3) grupo infectado com P. berghei ANKA e tratado com salina 0,9% (Pb) ;
4) grupo infectado com P. berghei ANKA e tratado com pentoxifilina, 100
mg/kg/dia, por via oral (Pb+Ptx). O tratamento com a Ptx foi feito por via oral
utilizando pipeta e ponteira comecou no terceiro dia da infeccdo (Muniz-

Jungueira e cols, 2001).

4.4, In6culo

A cepa do Plasmodium berghei ANKA utilizada foi proveniente do
Laboratério de Malaria do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade de
Brasilia. Para o inéculo, os parasitos eram previamente descongelados e
feitas passagens em camundongos Swiss para recuperar a viruléncia da cepa.
Os camundongos eram inoculados com 1068 eritrdcitos parasitados em solucéo
salina tamponada com fosfato, pH 7.2, estéril, num volume final de 100 pl, por
via intraperitoneal. Os animais de passagens eram acompanhados e quando
a parasitemia estava entre 10 a 20%, retirava-se 0 sangue por puncao
cardiaca para fazer o inoculo dos animais do estudo. A quantificacdo dos
eritrocitos era realizada em camara de Neubauer e a parasitemia era

determinada ao miscrocopio Optico em 500 eritrocitos.

4.5. Tratamento com a Pentoxifilina

Utilizou-se a pentoxifilina 400mg (EMS, S/A), por via oral. O comprimido
era macerado e diluido em salina, sendo que cada animal recebeu 100
mg/kg/dia em duas doses (50mg/dose) em 40uL, de 12/12 horas (Massart e

cols, 2012; Perell6 e cols, 2016). O tratamento por via oral foi feito utilizando
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pipeta e ponteira e oferecido delicadamente na boca dos animais, que
sugavam espontaneamente o medicamento. O comprimido de pentoxifilina
era masserado todos os dias pela manha e diluido em salina 0,9% em
temperatura ambiente, sendo utilizado até no maximo 12 horas apos a

diluicéo.

4.6. Procedimento para coleta do cérebro

ApGs os animais serem anestesiados e eutanasiados os cérebros eram
perfundidos com solugdo de STF, com 1% de EDTA, pH 7,2, 0,15 M,
removidos e transferidos para uma placa de vidro estéril onde era lavado com
STF, pH 7,2, 0,15 M, estéril, pesados e cortado com o auxilio de um bisturi
em pequenas partes. Em todos os camundongos infectados, a parasitemia foi
avaliada apés a eutanasia para garantir que estavam infectados.

4.6.1. Preparacao do homogenato do cérebro

Os cérebros que foram retirados como acima descrito, dos quatros
grupos dos trés modelos BALB/c, CBA e C57BL/6, foram macerados com
auxilio de um pistilo em um cadinho contendo 4 mL de RPMI 1640, pH 7,2,
acrescido de Hepes 20mM e glutamina 2mM. O lisado foi centrifugado por 20
min a 700 g e o sobrenadante obtido de cada amostra individualmente foi
mantido a -80°C até a realizacdo das determinacdes das citocinas (Borges,
2013).

4.6.2. Obtencdo da microglia e outras células do tecido
cerebral

Os cérebros foram retirados como acima descrito, dos quatros grupos
dos trés modelos BALB/c, CBA e C57BL/6 e as microglias e as células
cerebrais foram obtidas de acordo com o método descrito por Cardona e cols

(2006), com adaptacdes. Os cérebros foram agitados por 20 min em uma
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solucéo de digestdo (9,54 mL de solucdo balanceada de Hanks (HBSS),
(SIGMA), 50 pL de colagenase D (SIGMA), 10%, 10 pL de 100 mg / ml de n-
a-tosyl-I-lysine chloromethyl ketone hydrochloride (TLCK) (SIGMA). A reagéo
enzimatica foi entdo extinta pela adicdo de 10 ml de HBSS com 10% de soro
fetal bovino (Gibco). Os homogenatos foram filtrados em um filtro de 70 pum
(tipo Falcon, BD) e as suspensoes celulares resultantes foram centrifugadas
a 300 x g por 7 min, a 18° trés vezes. As células resultantes foram
ressuspensas em 2 mL de HBSS, quantificadas em hematocitometro e a
viabilidade, que foi avaliada pela exclusdo da nigrosina, sempre ultrapassou
95%. Esse meétodo de obtencdo das microglias de animais, é bem
estabelecido, entretanto, obtém-se uma populacdo de células cerebrais
enriquecida de micréglia, mas apresenta junto também outras células do
tecido cerebral . As células de micréglia foram melhor caracterizadas dessa
populacdo nas andlises por citometria de fluxo pelo marcador primario
especifico para microglia anti-F4/80 (F4/80 Anticorpo (M-300): sc-25830,
Santa Cruz Biotechnology) e o anticorpo secudario IgG anti-coelho de cabra
(H + L), acoplado com APC, 4050-11L, Southern Biotech. Entretanto, as
outras células que compunham esse material, ndo foram melhor
caracterizadas. E possivel que eram compostas por neurdnios, astrocitos,
oligodentrocitos, células da glia, células endoteliais, células epiteliais e
leucdcitos que podem ter ficado aderidos na parede dos vasos, mas
apresentaram também marcacfes pelos marcadores especificos dos
receptores para o FNT-a e pelas moléculas da via do NF-xB. Essas outras
células do tecido cerebral foram entédo chamadas nesse trabalho como outras
células do tecido cerebral e compunham-se de células do tecido cerebral

exceto a microglia.

4.7. Coleta e preparacdo dos macréfagos peritoneais

Os macroéfagos peritoneais foram coletados no sexto dia da infeccao
dos quatros grupos dos trés modelos (BALB/c, CBA e C57BL/6). Os

procedimentos de retirada, quantificacdo, preparagcdo e cultura dos
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macrofagos foram realizados em ambiente estéril. Os animais foram
anestesiados por via intraperitoneal, com 75mg/kg de cetamina (cloritado de
cetamina) e 10mg/kg de Xilazin (Cloridato de xilazina 2%) (Sintec do Brasil
Ltda) e eutanasiados em camara de CO:2. Foi feito a assepsia da parede
abdominal com alcool a 70%, os macréfagos foram recuperados por lavagem
peritoneal com salina tamponada com fosfato, a 4°C, pH 7,2, com auxilio de
pipeta Pasteur de vidro. Depois de centrifugados foram ressuspensos em
RPMI incompleto (RPMI 1640 com 2,64% de NaH2COs 7,5%), quantificados
em hemocitdmetro de Neubauer utilizando solucdo de nigrosina 0,05%, sendo
que a viabilidade foi sempre = 95%. As células foram distribuidos 3x10° células
por poco sobre laminulas de vidro de 13mm, dispostas em placa de 24 pocos,
estéreis (KASVI). Incubadas por 2 h a 37°C em 5% de CO: para permitir a
aderéncia dos macrofagos as laminulas, em seguida foram adicionados ou
nao lipopolissacarideo (10 ng/ml) (Sigma-Aldrich), como controle positivo. As
células foram entdo incubadas por mais 24 h, em estufa de CO2 5%. O
experimento foi realizado em duplicata. Nos macrofagos peritoneais foram
quantificados os corpusculos lipidicos e no sobrenadante foi verificado a
producado de 6xido nitrico e a producéo de citocinas.

Em nosso estudo, as células que foram nomeadas como macréfagos
eram as céluas obtidas pelo lavado peritoneal, no qual ha um grande
predominio de macrofagos. Entretanto, essa populacdo pode conter uma
pequena proporcao de outras células da cavidade peritoneal também, que em

nosso estudo ndo foram mais caracterizadas.

4.8. Coleta e preparacao do sangue/soro

No sexto dia de infeccdo, apds anestesia, eutanasia e assepsia, 0
sangue dos animais dos 4 grupos dos modelos BALB/c, CBA e C57BL/6 foi
coletado por puncao cardiaca, com seringa de 1mL. O soro foi obtido por
centrifigagéo a 200 g por 5min, congelado a -80°C até 0 momento da analise

das citocinas (Tabanez, 2006).
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4.9. Efeito da pentoxifilina

4.9.1. Avaliacdo da sobrevida de camundongos do modelo
BALB/c n&do susceptivel, e modelos CBA e C57BL/6
susceptiveis amalaria cerebral, infectados com o Plasmodium
berghei ANKA

A sobrevida foi avaliada nos animais infectados e tratados com a Ptx
ou tratados com salina nos trés modelos estudados BALB/c, CBA, C57BL/6:
grupo Pb (n=10) e grupo Pb+Ptx (n=10). No dia da infec¢éo os animais foram
pesados, e o tratamento com a Ptx iniciou no terceiro dia de infeccdo, quando
avaliado o peso, o hematdcrito e a parasitemia. Para o modelo BALB/c esses
parametros foram avaliados no terceiro, quinto, oitavo, décimo quinto e
vigésimo primeiro dia, j& nos modelos CBA e C57BL/6 foram avaliados no
terceiro e quinto dia, pois a maioria dos animais ja tinham morrido apés esse
periodo. Esses animais foram acompanhados e sua morte espontanea era
anotada para a andlise pela curva de sobrevida segundo o método de Kaplan-
Meyer.

4.9.2. Avaliacdo da evolugcdao do peso dos camundongos
BALB/c nédo susceptivel e CBA, C57BL/6 susceptiveis a
maléaria cerebral, infectados e ou ndo com o Plasmodium
berghei ANKA

Os animais eram sempre pesados pela manha e era utilizada a mesma
balanca (OHAUS CT200-S, capacidade 200 g). O peso foi expresso em

gramas.

4.9.3. Avaliacdo do hematocrito dos camundongos do modelo
BALB/c n&o susceptivel e modelos CBA, C57BL/6
susceptiveis a malaria cerebral, infectados com o Plasmodium
berghei ANKA

Para avaliar o hematdcrito o sangue foi retirado da ponta da cauda dos
animais. O sangue foi disposto em capilar de vidro com EDTA e centrifugado
por 10 min a 200g. O hematécrito foi determinado pela técnica de
microhematdcrito e calculado pela porcentagem de elementos figurados em

relacdo a coluna total do sangue utilizando tabela padrao.
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4.9.4. Avaliacao da parasitemia em camundongos BALB/c n&o
susceptivel, CBA e C57BL/6 susceptiveis a malaria cerebral,
infectados com Plasmodium berghei ANKA

Para avaliacdo da parasitemia foi colhido uma gota de sangue da ponta
da cauda dos camundongos. O sangue foi distendido sobre uma lamina de
vidro, fixados com metanol, corados com Giemsa e analisados em
microscopio 6ptico, com aumento de 1000x, calculando o percentual de

eritrocitos parasitados em 500 eritrocitos contados por preparacao.

4.9.5. Avaliacdo da producéo de corpusculos lipidicos pelos
macrofagos peritoneais dos camundongos BALB/c, CBA e
C57BL/6 infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA

Para avaliar o efeito do tratamento com a Ptx sobre a expressdo de
corpusculos lipidicos, utilizamos macrdéfagos peritoneais dos animais dos
quatro grupos dos trés modelos BALB/c, CBA e C57BL/6 como descrito no
item 4.7. Apés a incubacéo, as células foram fixadas com paraformaldeido a
4% por 30 min, lavadas 2 vezes com STF, pH 7,2 e uma vez com alcool
isopropilico a 60%. Em seguida, as células foram coradas com solugéo de
6leo vermelho O (Sigma-Aldrich) por 15 min. O excesso do corante foi retirado
com uma pipeta Pasteur e as pocos foram lavadas uma vez com 1 ml de alcool
isopropilico a 60% e depois duas vezes com 1 ml de STF. As preparacdes
foram coradas com hematoxilina de Mayer, por 15 min, para marcar 0s
ndcleos celulares, lavadas com agua destilada e as laminulas foram montadas
sobre laminas de vidro com uma fina camada de meio de montagem
gelatinoso (10g de gelatina, 60 mL de agua milliQ, 70 mL de glicerol e 0,25 g
de fenol). O indice corpuscular (IC), o nimero de corpusculos lipidicos que
cada macrofago estava expressando, e a porcentagem de macréfagos que
estavam expressando corpusculos lipidicos foi determinado em 200
macréfagos. O indice corpuscular foi calculado pela multiplicacdo da
proporcdo de células expressando corpusculos lipidicos pela média de

corpusculos lipidicos expressos por célula (Borges, 2013).
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4.9.6. Avaliacdo da producdo de o6xido nitrico (NO) pelos
macrofagos peritoneais dos camundongos BALB/c, CBA e
C57BL/6 susceptiveis a maléaria cerebral, infectados ou nao
com o Plasmodium berghei ANKA

Para avaliar o efeito do tratamento com a Ptx na producdo de 6xido
nitrico, utilizamos macroéfagos peritoneais dos animais dos quatro grupos dos
trés modelos BALB/c, CBA e C57BL/6 como descrito no item 4.7. ApGs a
incubacéo, foi transferido 100uL por pog¢o do sobrenadante das culturas para
placa de 96 pocos (TPP), em triplicata. A producéo de 6xido nitrico foi avaliada
pela reacdo de Griess [(1-38 N naftiletileno diamina dihidrocloridro) a 0,1 %,
sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 25 %] (Muniz-Junqueira e cols., 2005). A leitura
foi feita em espectrofotbmetro de placa em 540 nm. A curva padrdo de 6xido
nitrico foi feita pela diluicdo seriada de nitrito de s6dio (NaNO?2). Iniciou com
200 uM e foram feitas as diluicdes de 1:2 até 1:128 em agua destilada. Para

o valor zero, foi utilizado apenas agua destilada (0 uM).

4.9.7. Efeito do tratamento com a Pentoxifilina na producéao de
citocinas

4.9.7.1. Avaliacao da producéo de citocinas pelos macréfagos
peritoneais, no soro e no homogenato do tecido cerebral dos
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com
o Plasmodium berghei ANKA.

Para avaliar o padréo de producéo, as citocinas foram avaliadas no
soro, no sobrenadante das culturas dos macréfagos peritoneais e no
homogenato do tecido cerebral dos animais dos 4 grupos de estudo nos 3
modelos experimentais (BALB/c, CBA e C57BL/6).

O Kit CBA tem como fundamento o uso de beads conjugadas com
anticorpo de captura, os quais se ligam as citocinas. Cada tipo de bead possui
diferente intensidade de fluorescéncia, assim, diversos tipos de citocinas
podem ser analisados simultaneamente no citbmetro de fluxo. O reagente de

deteccdo é uma mistura de anticorpos conjugados com ficoeritrina (PE), que
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fornece um sinal fluorescente em propor¢ao a quantidade de citocinas ligada.
As amostras (12,5uL) foram incubadas com as bead de captura (12,5uL) e o
reagente de detec¢do (12,5uL) formando os complexos sanduiche (bead de
captura + amostra + reagente de deteccdo). Simultaneamente a dosagem das
amostras, foi preparada uma curva de calibracdo, a partir de uma diluicdo na
proporcao de ¥2 de um padréo contendo 5.000 pg/ml de cada citocina.

A intensidade de fluorescéncia em cada amostra foi capturada no
citometro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa Diva verséo
7 (BD Bioscience). A estratégia de deteccao utilizou o template comercial do
CBA previamente programado no citbmetro no qual os sinais de FSC, SSC,
PE e APC foram programados utilizando beads de calibracdo (set up). Para
cada amostra e padrdes da curva foram adquiridos 2.100 eventos. Os dados
obtidos foram tratados no programa FCAP array versdo 3 (BD Bioscience)
utilizando a curva de calibracdo para calcular a quantidade de pg/mL das
citocinas de cada amostra.

Foram considerados os limites de detecagdo para cada citocina
analisada determinadas pelo fabricante. Foram considerados zero os valores
gue deram leitura abaixo dos limites de deteccdo: FNT< 0,9 pg/mL; IL-6 <5
pg/mL; IFN-y < 0,5 pg/mL; IL-12p70< 10,7 pg/mL ; IL-2 < 0,1 pg/mL; IL-10 <
16,8 pg/mL; IL-4 < 0,03 pg/mL; IL-17A< 0,8 pg/mL; MCP-1< 52,7 pg/mL.
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4.10. Avaliacao da expressao dos receptores para o FNT-a e
das moléculas das vias candnica e ndo candnicado NF-kB nas
microglias e outras células do tecido cerebral de
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou nao com
o Plasmodium berghei ANKA

Apoés estimulo, a ativacdo da via do NF-«B pode ocorrer pelas vias
canbnica ou ndo canbnica e pode culminar na producdo de citocinas
inflamatérias, morte celular ou proliferacdo. Na infec¢do pelo plasmédio, o
estimulo pode ser proveniente de antigenos do plasmaddio estimulando essa
via por meio dos receptors celulares para padrbes moleculares de patdgenos,
como também, a ativacdo da via poderia ser mantida por estimular os
receptores para o FNT-a, ap0s a producdo dessa citocina, levando a
manutencdo da ativacdo por sua acdo em seus proprios receptores na
superficie das células de modo autécrine, paracrine ou enddécrina. A Figura -2
mostra de modo simplificado as moléculas da via do NF-xB. As moléculas que

foram avaliadas nesse estudo estao identificadas dentro do quadro verde.
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Figura 2 - Imagem adaptada de Taylor e cols (2016), mostrando na via do NF-kB as
moléculas que foram quantificadas, e que estdo identificadas dentro dos quadros
marcados em verde.

Avaliamos o efeito do tratamento com a pentoxifilina na expresséo dos
receptores para o FNT: receptor 1 FNT (r1 FNT), receptor 2 FNT (r2 FNT) e
o receptor para linfotoxina (rLTX); na expressao das moléculas adaptadoras
FADD e TRAFF; na expressdo das moléculas JNK e NIK; na expressédo do
IxB e na expressdo de moléculas das vias canbnica e ndo candnica do NF-
kB: RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 e p52, na microglia e/ou em outras células
do tecido cerebral de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou
nao infectados com Plasmodium berghei ANKA (n = 5/grupo, repetido duas
vezes).

As micrdglias e outras células do tecido cerebral obtidas como descrito
no item 4.6.2, foram incubadas em tubos cénicos com 300 pL de solucdo de
salina tanponada com fosfato (STF) com 1% de albumina e 1 M de EDTA, por
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20 min, para bloquear as ligacdes inespecificas. Em seguida, as células foram
incubadas por 2 h com o marcador de microglia, anticorpo policlonal anti-
F4/80 (F4/80 Anticorpo (M-300); sc-25830, Santa Cruz Biotechnology), na
diluicdo 1:200 em 100 uL de STF, para marcar as microglias. Apos as duas
horas, as células foram lavadas duas vezes com STF por centrifugacéo a 100g
por 5 min e foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente com o anticorpo
secundério IgG anti-coelho de cabra (H + L), acoplado com aloficocianina
(APC), 4050-11L, Southern Biotech, diluido em 100 pyL de STF. Apds a
marcacao da microglia, as células destinadas para a marcacéo dos receptores
foram separadas (3 x 10° células por amostras para cada receptor), essas
células foram distribuidas nos pocos em placas e foram lavadas duas vezes
com 100 pL STF, e centrifugadas a 100 g, por 5 min. Foi entéo realizado o
bloqueio com 100 pL da solucdo de STF com 1% de albumina bovina por 20
minutos e lavadas 2 vezes com STF. Apds esse procedimento, foram
incubadas por 2 h em temperatura ambiente com os anticorpos especificos
para cada receptor. Para os receptores para o FNT-a, foram incubadas com
0 anticorpo monoclonal anti-r1-FNT de camundongo (r1-FNT Anticorpo (H-5);
sc-8436, Santa Cruz Biotechnology), ja acoplado com o fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC), na diluicdo de 1:200 em 50 pL de STF.
As células foram entéo lavadas duas vezes com STF e suspensas em um
volume final de 200 pL de STF.

Para marcacdo dos outros receptores para 0 FNT-a (rLTX e r2FNT),
foram feitos os seguintes procedimentos: As micréglias e outras células do
tecido cerebral obtidas como acima descrito, marcadas com o marcador de
micréglia (F4/80), distribuidas nas placas e realizado o bloqueio, foram
lavadas 2 vezes com STF. Apos, foram incubadas por 2 h em temperatura
ambiente com anticorpo monoclonal de camundongo anti-LTBR (LTBR
Anticorpo (H-2); sc-398929, Santa Cruz Biotechnology), na diluicdo de 1:200
em 50 pL de STF, ou com anticorpo monoclonal de camundongo anti-r2FENT
(FNT-R2 anticorpo (D-2); sc-8041, Santa Cruz Biotechnology), na diluicdo de
1:200, em 50 pL de STF. As células foram entéo lavadas duas vezes com STF
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e foram incubadas novamente por 1h a temperatura ambiente com os
seguintes anticorpos secundarios: IgG2B-FITC (FITC Rat Anti-Mouse IgG2b;
sc-553395, BD Pharmingen) para r2-FNT e IgG1-FITC (FITC Mouse IgG, k
Isotype Control, sc55616 BD Pharmingen) para LTXR, diluidos em 50 uL de
STF. As células foram entdo lavadas duas vezes com STF e suspensas em
um volume final de 200 pL.

Para analisar a expressao das moléculas p50, p52, p65 (RelA), kB,
JNK, nas microglias e outras células do tecido cerebral obtidas como acima
descrito e marcadas com o marcador de micréglia (F4/80), as células foram
incubadas nos tubos conicos com 300 L de formaldeido a 2%, por 15 min em
temperatura ambiente e lavadas duas vezes com 300 puL de Tween 20 a 0,2
% em STF, por centrifugacdo a 100 g por 5 min. Em seguida, as células foram
permeabilizadas com uma solucdo contendo 300 pL de saponina 0,2 % em
STF, por 20 min em temperatura ambiente e lavadas 2 vezes com Tween.
Apoés esse procedimento, foi realizado o bloqueio com 300 pL de solugéo de
STF com 1% de albumina bovina por 20 minutos e lavadas 2 vezes com
Tween. Apés o bloqueio, as células para todas marcacdes intracelulares,
foram distribuidas (3 x 10° células por amostras para cada molécula) nos
pocos em placas e incubadas com os anticorpos, sendo todos anticorpos
monoclonais anti-p50 (NFkB p50 Anticorpo(E-10) Alexa Fluor® 488, sc-8414
AF488, Santa Cruz Biotechnology), anti-p52 (NFkB p52 Anticorpo (C-5) Alexa
Fluor® 488, sc-7386), anti-p65 (RelA) (NFkB p65 Anticorpo (F-6) Alexa
Fluor® 488, sc-8008, Santa Cruz Biotechnology), anti-p-IxB-o (p-lkB-a
Anticorpo (B-9): sc-8404, Alexa Fluor® 488), e anti-JNK, acoplado com o
fluorocromo FITC (p-JNK (G-7); sc-6254 Santa Cruz Biotechnology Inc.),
numa diluicéo de 1:200 em 50 pL de STF contendo 0,05 de saponina, por uma
noite, a 4°C. Apoés incubacéao, as pocos foram lavados duas vezes com Tween,
1 vez em STF e suspensas em um volume final de 200 yL de STF.

Para analisar a expressdo das moléculas RelB, TRAF, FADD, NIK nas
microglias e outras células do tecido cerebral, obtidas como acima descrito,

marcadas com o marcador de microglia (F4/80), fixadas com formaldeido a
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2%, permeabilizadas com saponina, realizado o bloqueio e distribuidas nas
placas, foram incubadas com os anticorpos primérios, sendo, anticorpo
monoclonal anti-p68 (RelB) (RelB Anticorpo (C-4) sc-48379, Santa Cruz
Biotechno logy), anticorpo monoclonal anti-TRAF (TRAF2 Anticorpo (F-2): sc-
136999 Santa Cruz Biotechnology), anticorpo monoclonal anti-FADD, (FADD
Anticorpo (G-4): sc271748, Santa Cruz Biotechnology), anticorpo policlonal
anti-NIK (NIK Anticorpo (A-12); sc8417, Santa Cruz Biotechnology), numa
diluicdo de 1:200 em 50 pL de STF contendo 0,05 de saponina, por uma noite,
a 4°C. Apos incubacéo, os pocos foram lavados duas vezes com Tween e
incubados novamente por 1 h, em temperatura ambiente, com o0s anticorpos
secundéarios, sendo o IgG2B-FITC (FITC Rart Anti-Mouse 1gG2b sc-553395,
BD Pharmingen) e IgG1-FITC (FITC Mouse IgG, k Isotype Control, sc55616
BD Pharmingen) para FADD e NIK e IgG1-FITC (IgG1-FITC (FITC Mouse IgG,
k Isotype Control, sc55616 BD Pharmingen) para TRAF e RelB, numa diluicdo
de 1:200, em 50 pL de STF com 0,05% de saponina. Em seguida foram
lavadas uma vez em STF e suspensas em um volume final de 200 pL de STF.

Quando analisamos a expressao da molécula c-Rel, ndo foi possivel
fazer a marcacao da micréglia nas células destinadas para a marcacédo da
molécula c-Rel, pois o0 anticorpo secundario para marcar a microglia
(anticorpo secundario IgG anti-coelho de cabra (H+L), acoplado com APC,
4050-11L, Southern Biotech), que tinhamos disponivel para utilizacdo, era o
mesmo marcador utilizado para marcar o anticorpo anti c-Rel. Foram
consideradas entdo apenas as outras células do tecido cerebral. As células
obtidas foram distribuidas (3 x 10° células por amostra) nos pocos em placas
de 96 pocos (TPP), estéril e fixadas com formaldeido a 2%, permeabilizadas
com saponina, realizado o bloqueio e distribuidas nas placas, foram
incubadas com os anticorpos primarios, sendo anticorpo policlonal anti-c-Rel
(c-Rel Anticorpo (N): sc-70, Santa Cruz Biotechnology), numa diluicdo de
1:200 em 50puL de STF contendo 0,05 de saponina, por uma noite, a 4°C. Apdos
incubacédo, os pocos foram lavados duas vezes com Tween 20 e 1 vez em
STF e incubados novamente por 1 h, em temperatura ambiente, com o

anticorpo secundario, sendo IgG anti-coelho de cabra (H + L), acoplado com
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APC, 4050-11L, Southern Biotech, numa diluicdo de 1:200, em 50 yL de STF
com 0,05% de saponina. Em seguida foram lavadas 1 vez em STF, pH 7,2 e
suspensas em um volume final de 200 pL de STF. Como controle positivo para
cada molécula que analisamos, foram acrescentados ao experimento células
coletadas de camundongos BALB/c estimuladas com 10 ng/mL de LPS, por 6
h antes de serem submetidas a todos os outros procedimentos descritos
acima. Também foram acrescidas ao experimento células incubadas somente
com os anticorpos secundarios (IgG anti-coelho de cabra (H + L), acoplado
com aloficocianina (APC), 4050-11L, Southern Biotech), 1gG2B-FITC (FITC
Rart Anti-Mouse 1gG2b sc-553395, BD Pharmingen) e IgG1l-FITC (FITC
Mouse IgG, k Isotype Control, sc55616 BD Pharmingen), utilizados em nosso
experimento, como controle negativo. Foram utilizadas células ndo marcadas
de camundongos BALB/c para fazer o ajuste do citbmetro, quanto ao tamanho
e granulosidade. A intensidade de fluorescéncia em cada amostra foi
capturada no citometro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa
Diva versdo 7 (BD Bioscience) e os dados foram avaliados utilizando o

programa FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, EUA).

4.10.1. Estratégias para leitura no citdmetro

Estratégia utilizada para deteccdo por citometria de fluxo e a
quantificacdo da proteina F4/80 para avaliar a expressao do receptor 1 FNT
(r1 ENT), receptor 2 FNT (r2 FNT) e o receptor para linfotoxina (rLTX); da
expressdo das moléculas adaptadoras FADD e TRAF; a expressao das
moléculas JNK e NIK; a expressao do IkB e a expressao de moléculas das
vias canbnica e ndo candnica do NF-kB: RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 e p52
esta descrita abaixo.

A populacéo de interesse foi selecionada no grafico de tamanho (FSC)
por granulosidade/complexidade (SSC) das células, para excluir os debris e
grumos celulares e para cada analise foi feito um histograma com a contagem
de eventos (eixo Y) pela intensidade de fluorescéncia (eixo X), realizando a

exclusao da fluorescéncia natural das amostras por meio da analise de células
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nao-marcadas (Figura 3). Selecédo das células positivas para microglia no
gréfico de tamanho (FSC) por granulosidade/complexidade (SSC) esta
mostrada na figura 4-A, B e figura 4-C histograma pela intensidade de
fluorescéncia. Todas as analises foram realizadas com a aquisicdo de 10 mil

eventos e ponto de corte (threshold) de mil.
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Figura 3: A, B - Selecao da populagédo de interesse no gréafico de tamanho
(FSC) por complexidade/granulosidade (SSC) das células, C- hitograma com
a contagem de eventos (eixo Y) pela intensidade de fluorescéncia (eixo X),
realizando a exclusdo da fluorescéncia natural das amostras por meio da

analise de células ndo-marcadas.
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Figura 4: A, B e C - Selecao das células positivas para marcacao da microglia.
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4.11. Analises estatisticas

Os dados foram analisados previamente para normalidade das
amostras. E segundo a normalidade e a variancia entre as amostras, foram
utilizados testes estatisticos paramétricos ou nao paramétricos indicados
segundo o numero de grupos e a normalidade das amostras. Para dois grupos
foram aplicados o teste t para amostras com distribuicdo normal ou Mann-
Whitney para aquelas que néao tiverem distribuicdo normal. Para mais do que
2 grupos foram utilizados os testes ANOVA seguido pelo método de Student
Newman Keuls ou Tukey para grupos com distribuicdo normal ou Kruskal-
Wallis seguido pelo método de Dunn para as que nao tiverem distribuicao
normal.

A curva de Kaplan-Meier foi usada para representar a sobrevida dos
animais, o teste de Mantel-Cox log-rank e o teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon
foram utilizados para comparar estatisticamente as diferencas nas sobrevidas

dos animais.
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5.1. Curva de sobrevida
Avaliacdo da sobrevida de camundongos do modelo BALB/c né&o
susceptivel e modelos CBA e C57BL/6 susceptiveis a malaria cerebral
infectados com o Plasmodium berghei ANKA

Para avaliar a influéncia da pentoxifilina (Ptx) na sobrevida dos animais
dos trés modelos estudados, foi feita a curva de sobrevida de Kaplan-Meir,
utilizando 10 animais por grupo. O tratamento com a Ptx aumentou
estatisticamente a sobrevida somente dos camundongos CBA, retardando em
um dia a morte dos animais do grupo Pb+Ptx em relacdo ao grupo Pb. Os
animais do grupo Pb comecaram a morrer no sexto dia apds a infecgao,
enquanto os animais do grupo Pb+Ptx comecaram a morrer no sétimo dia
(teste Log-rank = 3,926; p= 0,047 e teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon = 4,357,
p=0,036). Figura 5-B. Nos modelos BALB/c e C57BL/6 ndo houve diferenca
estatistica apds o tratamento com a Ptx. Para os camundongos BALB/c do
grupo Pb o primeiro animal morreu no décimo dia ap0s a infeccdo e o ultimo
no vigésimo quarto dia apés a infeccdo; e para o grupo Pb+Ptx, os
camundongos comecaram a morrer no oitavo dia apds a infeccédo, e o ultimo
animal morreu no vigésimo primeiro dia; Todavia, embora sem significancia
estatistica, aparentemente o tratamento com a Ptx piorou a evolucdo da
doenca no modelo BALB/c, pois, o ultimo animal BALB/c do grupo Pb+Ptx
morreu no vigésimo primeiro dia da infeccédo, enquanto 20% dos animais do
grupo Pb permaneceram vivos por mais 3 dias, figura 5-A. Ja para o modelo
C57BL/6, 70% dos animais do grupo Pb morreram no sétimo dia e 20% no
oitavo dia, enquanto os animais do grupo Pb+Ptx, 50% morreram no sétimo
dia e 50% no oitavo dia, figura 5-C. Camundongos CBA e C57BL/6 do grupo
Pb comecaram a morrer no sexto dia apds a infeccdo, enquanto no grupo
Pb+Ptx comecgaram a morrer no sétimo dia, entretanto, os ultimos animais dos
dois grupos morreram no oitavo dia apos a infecgao.

As curvas de sobrevivéncia foram feitas pelo método de Kaplan-Meier
e a diferenca estatistica foi avaliada pelo teste de Logrank.

Conclusédo. Nos modelos susceptiveis a forma cerebral da malaria,

embora a Ptx tenha retardado o dia de morte de parte dos animais tratados,
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somente para os camundongos CBA, o aumento da sobrevida foi
estatisticamente significante. J& no modelo BALB/c resistente a forma cerebral
da doenca, mas que evolui para anemia grave, 0 tratamento com a
pentoxifilina nessa dose antecipou a morte dos animais em relacdo ao grupo

tratado com salina, porém essa diferenca néo foi estatisticamente significante.
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Figura-5. Avaliacdo do efeito da pentoxifilina sobre a curva de sobrevida de camundongos
infectados com 1068 eritrécitos parasitados por P. berghei ANKA (n = 10 animais por grupo).
Em A - BALB/c - (teste Log-rank = 0,1445; p= 0,2294 e teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon =
0,8289, p= 0,3626); Em B- CBA/J (teste Log-rank = 3,926; p= 0,0476 e teste de Gehan-
Breslow-Wilcoxon = 4,357, p= 0,0369); Em C- C57BL/6 (teste Log-rank = 2,333; p= 0,1267¢e
teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon = 2,356, p= 0,1248).

5.2. Evolucéo do peso

Avaliacdo da evolucdo do peso dos camundongos nédo susceptivel
BALB/c, susceptiveis CBA e C57BL/6 a maléria cerebral infectados com
Plasmodium berghei ANKA

O peso de cada animal do modelo BALB/c foi aferido no primeiro,
terceiro, quinto, oitavo, décimo quinto e vigésimo primeiro dia. Para os animais
CBA e C57BL/6, os pesos foram aferidos somente no primeiro, terceiro e
quinto dia, pois a maioria dos animais ja tinha morrido no oitavo dia de
infeccéo.

N&ao houve diferenca nas medianas dos pesos entre os grupos Pb e
Pb+Ptx, do mesmo modelo, no dia zero. Figura 6. Os animais avaliados
quanto a evolugédo do peso foram os mesmos em que foi analisado o tempo
de sobrevida.
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Figura-6: Avaliacdo do peso no dia zero: Camundongos infectados com P. berghei ANKA,
tratados ou ndo com pentoxifilina. 10 animais por grupo. Em A - BALB/c - p= 0,6336, teste t;
Em B- CBA - p=0,8560, teste t; Em C- C57BL/6 - p=0,9705, Mann Whitney. Nota: Os dados
estdo representados em medianas, quartis e extremos -

A analise comparativa entre os grupos infectados pelo plasmadio e
tratados ou ndo com a pentoxifilina foi feita pela variacdo percentual do peso
(A%). Verificou-se que a infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA ocasionou
perda de peso progressiva nos animais dos modelos BALB/c e C57BL/6,
figura 7-A, C. Entretanto, no modelo CBA, ndo houve perda de peso durante
os dias da infeccao, figura 7-B. Observamos que no terceiro dia de infeccéo,
no mesmo dia que iniciou o tratamento dos animais com a Ptx, o grupo Pb+Ptx
do modelo C57BL/6 apresentou uma maior perda de peso que o grupo Pb,
figura 6 C. Nao houve diferenca entre 0os grupos para os animais BALB/c e
CBA, figura 7 A, B. No quinto dia da infec¢@o, também n&o houve diferenca
no A% do peso dos animais BALB/c e CBA entre 0s grupos tratados ou nao,
e no C57BL/6, no grupo tratado com a Ptx a perda de peso foi maior que no
grupo tratado com salina. Para o modelo BALB/c, no oitavo, décimo quinto e
vigésimo primeiro dia da infec¢do, ndo houve nenhuma diferenca na perda
prograssiva de peso entre os grupos tratados com Ptx ou salina. Tabela 1 e
figura 7A, B, C.

Concluséo: A infeccao pelo Pb ocasionou perda de peso progressiva
nos animais do modelo BALB/c e o tratamento com a Ptx ndo evitou essa
perda de peso. No modelo C57BL/6, o tratamento com a Ptx aumentou a
perda de peso ocasionada pela infeccdo. Os animais do modelo CBA né&o

tiveram perda de peso progressiva durante a infeccao.
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Figura-7: Avaliagcdo do efeito da pentoxifilina sobre o delta % do peso de camundongos
infectados com P. berghei ANKA, 10 animais por grupo. Em A. Grupos de camundongos
BALB/c — N&o houve diferenca estatistica nos A% entre os grupos Pb e Pb+Ptx durante a
infeccao, teste t; Em B- CBA — Nao houve diferenga estatistica nos A% entre os grupos Pb e
Pb+Ptx durante a infeccdo, Mann Whitney; Em C- C57BL/6 — No terceiro dia de infec¢éo o
grupo Pb+Ptx perfeu mais peso que o grupo Pb (p= 0,0007, Mann Whitney), no quinto dia de
infec¢@o o grupo Pb+Ptx perfeu mais peso que o grupo Pb (p= 0,0147, Mann Whitney). Os
dados estéo representados em medianas, quartis e extremos

Tabela 1- Avaliacdo do peso dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6, infectados
com Plasmodium berghei ANKA.

DELTA % PESO

Grupos
Modelos Dia Salina Pentoxifilina Teste /Ip
BALB/c 3 0,004 0,002 t/0,3560
(-0,011 — 0,036) (-0,011 —0,011)
5 0,008 0,025 t/0,3335
(-0,048 — 0,020) (-0,037 — 0,041)
8 -0,114 -0,159 t/0,1952
(-0,170 — -0,086) (-0,175 —-0,105)
15 -0,174 -0,202 t/0,2917
(-0,191 — 0,039) (-0,264 — -0,126)
21 -0,280 -0,314 t/0,3764
(-0,323 — 0,092) (-0,331—0,264)
CBA 3 0,001 0,003 M-W / 0,9705
(-0,002 — 0,004) (-0,026 — 0,007)
5 -0,021 0,020 M-W /0,9118
(-0,055 — 0,029) (-0,087 — 0,040)
C57BL/6 3 0,004 -0,031 M-W / 0,0007
(-0,009- 0,005) (-0,048 — -0,020)
5 -0,029 -0,136 M-W /0,0147

(-0,084 - -0,018)

(-0,141- -0,066)

Teste t, teste de Mann Whitney. Os valores estdo expressos como mediana / intervalo interquartil,

Valor de p significativo quando <0,05. Ptx, pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei.
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5.3. Hematécrito e parasitemia

Avaliacdo do hematdcrito e parasitemia dos camundongos do modelo
BALB/c n&o susceptivel e modelos CBA/J e C57BL/6 susceptiveis a
maléria cerebral, infectados com o Plasmodium berghei ANKA.

O hematdcrito e a parasitemia foram avaliados no sangue retirado da
ponta da cauda dos camundongos, no 3° e 5° dia, nos modelos BALB/c, CBA
e C57BL/6, e no modelo BALB/c também foi verificado no 8°, 15° e 21° dia.

No terceiro dia de infec¢do, quando iniciou o tratamento com a Ptx, e
no quinto dia, ndo houve diferenca no hematdécrito entre os grupos nos trés
modelos estudados BALB/c, CBA, C57BL/6, figura 8A, B, C. No oitavo dia de
infeccédo, o tratamento com a pentoxifilina diminuiu 0 hematdcrito dos animais
do modelo BALB/c, porém no décimo quinto e vigésimo primeiro dia, ja ndo
havia diferenca estatistica no hematdécrito entre os grupos de animais tratados
com Ptx ou com salina. Tabela 2 e Figura 8 A.

A carga parasitaria dos animais aumentou durante a evolucdo da
infeccdo pelo plasmaodio e apenas no quinto dia da infecgdo, os animais CBA
do grupo tratado com a pentoxifilina apresentaram uma carga parasitaria
maior que os animais do grupo tratado com salina, figura 9-B. No terceiro dia
de infeccdo quando iniciou o tratamento com a Ptx, ndo houve diferenca na
parasitemia entre 0os grupos nos trés modelos estudados BALB/c, CBA e
C57BL/6, figura 9 A, B, C. No quinto dia de infeccdo, o tratamento com a
pentoxifilina nessa dose aumentou a parasitemia nos animais CBA figura 9, B
e nado influenciou a parasitemia dos animais BALB/c e C57BL/6 figura 9 A, C.
N&o verificamos nenhuma diferenca na carga parasitaria do BALB/c no oitavo,
no décimo quinto e vigésimo primeiro dia de infec¢cdo, nos grupos tratados
com Ptx e salina, tabela 3 e figura 9 A.

Em conclusdo, o tratamento com a pentoxifiina na dose utilizada
aumentou a anemia nos animais BALB/c. Nos animais CBA e C57BL/6, 0
tratamento com a pentoxifilina ndo influenciou o hematocrito. No quinto dia de
infeccéo os animais CBA do grupo tratado com a Ptx apresentaram uma carga
parasitaria maior que o0s animais do grupo nao tratado. Os animais dos

modelos CBA e C57BL/6, quando infectados com Pb comegam a morrer no
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sexto dia de infeccao e geralmente ndo sobrevivem mais que o oitavo dia, e
morrem com uma parasitemia bem menor quando comparado com 0s animais
BALBI/c.

Tabela 2- Avaliacdo do hematdcrito dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6,
infectados com o Plasmodium berghei ANKA.
Hematocrito

Grupos
Modelo Dia Salina Pentoxifilina Teste /Ip
BALB/c 3 54,00 53,00 t/0,4328
(53,75 — 57,25) (51,00 — 56,00)
5 51,00 46,00 t/0,1028
(48,00 — 52,00) (26,75 — 53,50)
8 40,00 32,00 t/0,0474
(34,00 — 46,00) (21,50 — 37,00)
15 25,50 16,00 t/0,6859
(14,25 — 49,50) (11,00 — 44,00)
21 18,00 16,00 t/0,7902
(10,00 — 54,00) (11,00 — 41,00)
CBA 3 48,00 49,00 t/0,5734
(41,75 — 52,50) (44,75 — 53,25)
5 40,00 38,00 t/0,4940
(28,25 — 45,75) (33,50 — 50,00)
C57BL/6 3 45,50 45,50 M-W / 0,8196
(43,25 — 52,25) (43,00-49,75)
5 41,50 43,50 t/0,3811
(30,75 - 48,25) (40,00 - 48,00)

Os valores séo expressos como: mediana (intervalo interquartil)
t =Teste t; M-W = teste de Mann-Whitney.
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Figura —8— Avaliagdo do efeito da pentoxifilina sobre o hematdcrito dos animais BALB/c, CBA
e C57BL/6 infectados pelo Plasmodium berghei ANKA. Grupos (Pb e Pb+Ptx), n= 10. A-
BALB/c; B -CBA; C57BL/6. No 8° dia de infeccdo os animais BALB/c do grupo Pb
apresentaram maior hematdcrito que os animais BALB/c do grupo Pb+Ptx (p=0,0474), teste
t. Os valores estdo expressos como mediana. Valor de p significativo quando <0,05. Ptx,
pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei.
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Tabela 3- Avaliacao da carga parasitaria dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6,
infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Parasitemia
Grupos
Modelos Dias Salina Pentoxifilina Teste /p
BALBc 3 1,000 1,000 M-W/0,7894
(0,350 - 2,00) (0,350 - 2,550)
5 8,200 5,100 M-W/0,1655
(6,175 - 9,100) (3,800 - 8,050)
8 24,05 25,10 t/0,9905
(19,45 - 26,93) (18,45 - 26,93)
15 32,00 36,00 t/0,4592
(26,75 - 36,50) (25,50 - 49,80)
21 45,00 30,20 t/0,1187
(42,00 - 46,00) (27,00 - 44,00)
CBA 3 1,000 0,900 t/0,9409
(0,490 - 2,300) (0,350 - 2,750)
5 5,350 7,800 t/0,0391
(4,500 - 6,763) (5,900 - 8,625)
C57BL/6 3 0,900 1,400 t/0,2764
(0,370 - 1,700) (0,950 - 2,450)
5 5,500 5,950 M-W /0,7911

(3,550 — 8,600)

(3,898 — 9,700)

Os valores séo expressos como: mediana (intervalo interquartil)

t =Teste t; M-W = teste de Mann-Whitney.
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Figura- 9 - Avaliacdo do efeito da pentoxifilina na parasitemia dos animais BALB/c, CBA e
C57BL/6 infectados pelo Plasmodium berghei ANKA. grupos (Pb e Pb+Ptx), n= 10. A-
BALB/c; B -CBA; C57BL/6. No 5° dia de infeccdo os animais CBA do grupo Pb+Ptx
apresentaram maior parasitemia que os animais CBA do grupo Pb (p = 0,0391), teste t. Os
valores estdo expressos como mediana. Valor de p significativo quando <0,05. Ptx,
pentoxifilina; Pb, Plasmodium berguei.
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5.4. Corpusculos lipidicos
Avaliacdo da producdo de corpusculos lipidicos pelos macréfagos
peritoneais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou
ndo com o Plasmodium berghei ANKA

A ativacdo do metabolismo lipidico foi avaliada pela quantificacdo dos
CL pelatécnica do Oil red, avaliando o indice corpuscular (IC), a média de CL
por macrofago e a porcentagem de macrofagos que apresentavam CL.

Nas figuras 10 e 11 e na Tabela 4 estdo apresentados os resultados
dos corpusculos lipidicos.

No grupo controle normal observamos que o modelo C57BL/6 mostrava
a maior expresséao do indice corpuscular e o modelo BALB/c, o menor (Figura-
111). Na infec¢cdo pelo plasmédio o CBA mostrou maior percentual de
macrofagos apresentando corpusculos lipidicos que os outros dois modelos,
entretanto apdés o tratamento com a Ptx o modelo CBA mostrou menor
percentual de macréfagos apresentando corpusculos lipidicos que o modelo
C57BL/6( Figura 11C,D). A infeccéo pelo plasmoédio determinou aumento da
expressdo dos corpusculos lipidicos mostrada pelo aumento do indice
corpuscular em todos os modelos (Figura 10 G,H,l). Esse aumento foi
determinado pelo somatério de um pequeno aumento no numero de particulas
expressas por macréfago mais o numero de macréfagos expressando 0s
corpusculos lipidicos (Figura 10A,B,C,D,E,F), pois somente no modelo CBA
houve aumento significante do numero de macréfagos expressando
corpusculos lipidicos (Figura 10B). O tratamento com a Ptx dos animais
infectados (Pb+Ptx) ndo modificou o aumento dos corpusculos lipidicos nos
modelos BALB/c e C57BL/6 (Figura 10G,l ), mas ndo no modelo CBA, no qual
o tratmento diminuiu a expressao dos corpusculos lipidicos (Figura 10H). O
aumento do indice corpuscular no modelo BALB/c deveu-se ao aumento
maior na média de corpusculos lipidicos expressos por macrofago (Figura 10
A,D,G). Enquanto que, nos modelos CBA e C57BL/6 0 aumento do IC deveu-
se ao aumento maior no percentual de macrofagos apresentando corpusculos
lipidicos (Figura 10 C,F,I).
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Tabela 4 - Avaliacdo da producéo de corpusculos lipidicos pelos macrofagos
peritoneais dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6, infectados com Plasmodium
berghei ANKA.

Percentual de macréfagos apresentando corpusculos lipidicos

Grupos Controle Ptx Pb + Ptx Teste /p
BALB/c 12,50 22,00 16,30 23,80 0,1547
(9,750 —18,25) (6,750 — 45,65) (13,20 —31,75) (12,35 — 92,25)
CBA 17,80 15,00 61,00 19,80 0,0456
(10,25 — 25,60) (10,00 — 27,00) (20,50 —76,75) (8,000 — 33,20)
C57BL/6 11,30 15,00 26,50 34,80 0,0044
(7,150 —18,55) (10,00 — 28,25) (8,650 —45,50) (18,05 —61,75)
Média de corpusculos por macréfagos
BALB/c 1,253 1,647 1,467 1,799 0,0352
(1,108 — 1,480) (1,446 — 2,105) (1,185 — 2,756) (1,467 — 2,989)
CBA 1,485 1,533 2,423 1,539 0,2315
(1,289 —1,851) (1,333 -1,593) (1,200 - 3,456) (1,151 - 1,908)
C57BL/6 1,329 1,528 1,706 1,741 0,1085
(1,183 -1,725) (1,299 - 2,066) (1,251 - 2,273) (1,532 -2,670)
indice Corpuscular (% X média)
BALB/c 14,00 39,50 24,60 37,30 0,0443
(10,60 -19,50) (10,00 — 94,25) (18,20 - 100,5) (17,05 - 284,5)
CBA 27,70 21,00 190,5 35,20 0,0458
(11,40 - 40,75) (14,00 — 43, 00) (28,25 - 267,0) (11,00 - 63,30)
C57BL/6 19,00 14,00 78,00 45,20 P<0.0001

(14,25 —32,00)

(8,650 —17,20)

(19,20 -118,1)

(29,05 -162,5)

Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn: Os valores séo
expressos como mediana / intervalo interquartil, Valor de p significativo
guando <0,05. Ptx, pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei.
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Figura-10: Avaliacdo do efeito da pentoxifilina na producdo de corpusculos lipidicos pelos
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA. Percentual de macréfagos apresentando corpusculos lipidicos-
A - BALB/c, p = 0,1547; B — CBA, p = 0,0456; C- C57BL/6 p = 0,0044. Média de expressao
corpuscular por macréfago - D- BALB/c p = 0,0352; E- CBA p = 0,2315; F- C57BL/6 p =
0,1085. indice corpuscular - G- BALB/c, p = 0,0443; H — CBA p = 0,0458; |- C57BL/6 p <
0,0001. Teste, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn. indice corpuscular - G- BALB/c
(controle X Pb), p = 0,0453%; H — CBA (controle X Pb), p =0,01662, (Ptx X Pb), p =0,03631,
(Pb X Pb+ Ptx), p =0,0303%; | - C57BL/6 (controle X Pb), p=0,04111. Teste, IMann Whitney,
’teste t. As diferencas entre os grupos estdo mostradas pelas barras. Os dados estédo
representados em medianas, quartis e extremos.
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Figura-11: Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na producdo de
corpusculos lipidicos pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA. Percentual de macréfagos expressando
corpusculos lipidicos; A- controle, (p = 0,3697Y; B- Ptx, (p=0,84191); C - Pb, (p = 0,0647%); D
— Pb+Ptx, (p = 0,1196%). Média de expressao corpuscular por macréfagos: E- Controle, (p=
0,2608%); F- Ptx, (p=0,5273%); G — Pb, (p = 0,21622); H - Pb+Ptx, (p = 0,2476%). indice
corpuscular: I- Controle, (p = 0,1069%); J- Ptx, (p =0,1038%); L- Pb, (p= 0,1084'); M- Pb + Ptx,
(p = 0,2522%). Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos. Testes:
IKruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
Percentual de macrofagos expressando corpusculos lipidicos; C - Pb, (BALB/c x CBA, p =
0,04433), (CBA X C57BL/6, p = 0,0493%); D — Pb+Ptx, (p = 0,0491%). indice corpuscular: |-
Controle, (p = 0,04109%), 3teste de Mann Whitney, “teste t.

5.5. Oxido Nitrico
Avaliacdo da producao de 6xido nitrico pelos macréfagos peritoneais

dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com o
Plasmodium berghei ANKA

Observamos que a infec¢cdo pelo plasmodio (Pb) induziu uma maior
producéo do 6xido nitrico nos modelos CBA e C57BL/6 em relacdo ao grupo
controle normal e o tratamento com a Ptx dos animais infectdos diminuiu a
producdo de NO no modelo C57BL/6 (Figura 12 B, C). O tratamento com a
Ptx dos animais CBA né&o infectados (grupo Ptx) aumentou a concentracdo de
NO nesse grupo em relacdo ao grupo controle (Figura 12B). Quando
comparamos 0s modelos estudados, observamos que na infeccédo pelo

plasmodio o modelo BALB/c produziu a menor quantidade e o modelo CBA a
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maior quantidade do 6xido nitrico e apds o tratamento com a Ptx dos animais
infectados o C57BL/6 mostrou menor quantidade e o CBA maior quantidade
de NO (Figura 13C,D). (Tabela 5).

Concluséo: Os animais CBA e C57BL/6, que sdo susceptiveis a malaria
cerebral, mostraram maior concentracdo de NO apds a infeccdo pelo
plasmadio. E apos o tratamento com a Ptx dos animais infectados (Pb+PTX)
houve menor producéo do NO pelos macréfagos dos camundongos C57BL/6.

Tabela 05 — Avaliacdo da producdo de Oxido nitrico pelos macrofagos
peritoneais, dos animais BALB/c, CBA, C57BL/6, infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA, concentracao expressa em uM.

Grupos Controle Ptx Pb Pb + Ptx Valor
dep
BALBI/c 38,17 37,46 39,39 35,09 0,3540
(27,20-50,71) (23,71-94,32) (36,76 — 60,65) (21,07 44,38)
CBA 31,81 69,29 66,36 58,10 0,0010
(24,52 - 69,38) (37,63 -122,7) (49,28 -112,4) (29,63 -146,1)
C57BL/6J 48,67 38,28 55,29 12,86 0,0008

(0,6285 —1,392)

(23,60 - 51,56)

(45,68 — 94,27)

(12,75 — 39,34)

Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn. Os valores sao expressos
como mediana / intervalo interquartil, VValor de p significativo quando <0,05. Ptx,
pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei.
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Figura-12: Avaliacdo do efeito da pentoxifilina na producdo de NO pelos macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com Plasmodium
berghei ANKA, concentracdo expressa em uM. A - BALB/c, p = 0,3540; B — CBA, p =0,0010;
C — C57BL/6, p = 0,0008, (teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn). Os dados
estdo representados em medianas, quartis e extremos. C — C57BL/6 (controle X Pb), p=
0,0581, (teste, Mann Whitney).
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Figura 13 - Comparacao do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producdo de NO pelos
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA, concentracdo expressa em uM. Controle, p = 0,2429. Ptx, p =
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pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos. Testes:
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn.

5.6. Citocinas
5.6.1. Fator de necrose tumoral(FNT-a)

Avaliacdo da producdo de Fator de Necrose Tumoral-a (FNT-a) pelos
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com o
Plasmodium berghei ANKA

A resposta inflamatéria exacerbada tem um papel importante nas
formas graves da maléria, e o FNT-a € uma das principais citocinas
inflamatorias consideradas envolvidas na patogenia das formas graves da
doenca.

Para avaliar a producdo do FNT-a nos diferentes modelos,
guantificamos a citocina no soro, no sobrenadante dos macrofagos
peritoneias e no homogenato do tecido cerebral, nos 3 modelos estudados.

As figuras 14 e 15 mostram a producgéo do FNT-a pelos trés modelos
nos quatro grupos de estudo.

Pela analise dos sobrenandantes das culturas dos macrofagos
peritoneais, na situagcdo basal (grupo controle), observamos que o0s
macrofagos peritoneais dos camundongos BALB/c ja produziam maior
quantidade do FNT-a do que os macrofagos dos camundongos CBA e
C57BL6 (Figura 15 E, tabela 7). Entretanto, quando analisamos no
homogenato do tecido cerebral, observamos que ja havia na situacao basal

(grupo controle) maior produgédo do FNT-a pelas células cerebrais dos

65



camundongos C57BL6 do que pelas células dos camundongos CBA (Figura
15 1, tabela 8).

Quando avaliamos a resposta a infec¢ao, observamos que houve maior
niveis séricos do FNT-a pelos grupos infectados pelo plasmadio (Grupo Pb)
em relagdo aos animais controles normais, nos trés modelos de estudo
(Figura 14 A, B ,C, tabela 6). Estas diferencas nao foram evidenciadas quando
testadas no sobrenadante das culturas e no homogenato do tecido cerebral
(Figura 14 D,E,F,G,I,H, tabelas 7 e 8).

Quando a analisamos a producdo do FNT-a pelos animais infectados
e tratados com a Ptx (Pb+Ptx) no sobrenadante dos macréfagos peritoneiais,
verificamos que a producédo da citocina no modelo CBA infectado e tratado
estava mais elevada do que a dos animais nao tratados(grupo Pb) (Figura 14
D,E,F, tabela 7). Ao analisarmos a produgéo do FNT-a no soro, observamos
gue estava mais elevada no grupo Pb+Ptx em relacdo ao grupo controle nos
modelos CBA e C57BL6 (Figura 14 B,C, tabela 6), porém ndo houve
modificacdo para os camundongos BALB/c (Figura 14 A, tabela 6). No
sobrenadante dos macrofagos peritoneias, ndo foi desmonstrado diferenca
signficante na producdo do FNT pelos animais infectados em relacdo aos

grupos controles nos trés modelos estudados (Figura 14 G,H,I, tabela 7).
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Figura 14- Avaliacdo do efeito da pentoxifilina na producdo de FNT-o no soro, no
sobrenadante da cultura dos macro6fagos peritoneais e no homogenato do tecido cérebral dos
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA no sexto dia da infec¢do. O
FNT-a foi determinado por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6-10 por grupo. Soro: BALB/c,
p = 0,00071. CBA, p = 0,0023*. C57BL/6, p = 0,0002%. Sobrenadante: BALB/c, p = 0,00291.
CBA, p = 0,0086%. C57BL/6, p = 0,0066'. Homogenato: BALB/c, p = 0,8298%. CBA, p =
0,5243. C57BL/6, p = 0,39452, As diferencas entre os grupos esta mostrada pelas barras. Os
dados estdo representados em medianas, quartis e extremos. Testes: !Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

Quando analisamos comparativamente as concentracdes da citocina
entre os 3 modelos, verificamos que nos camundongos BALB/c, na situacéo
basal (controle), o FNT-a no sobrenadante das culturas dos macréfagos
peritoneais estava mais elevado que nos outros dois modelos. E no
homogenato de tecido cerebral, o C57BL/6 que adoece mais gravemente que
o CBA mostrou maior concentragdo de FNT-a que o CBA. (Figura 15 E,I).
Observamos também no homogenato do tecido cerebral, que no modelo
CBA, houve menor concentracdo do FNT-a no grupo Pb+Ptx (Figura 15 L),

porém o oposto foi observado no soro (Figura 15 D).
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ANKA. O FNT-a foi determinado por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6-10 por grupo. Soro:
Controle, p = 0,4474%, Ptx, p =0, 0277. Pb, p = 0,14842. Pb + Ptx, p = 0,02032. Sobrenadante:
Controle, p = 0,00952. Ptx, p = 0,4058. Pb, p = 0,75252. Pb + Ptx, p = 0,54441, Homogenato:
Controle, p = 0,0425. Ptx, p = 0,00142. Pb, p=0,8571%. Pb + Ptx, p = 0,02191. As diferencas
entre 0s grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas,
guartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA,
seguido pelo método de Tukey e teste t

Em conclusédo, nossos dados mostraram que a analise da producéo
do FNT-a foi diferente quando analisado no soro, no sobrenante das culturas
dos macréfagos e no homogenato do tecido cerebral. No soro, nos trés
modelos, o grupo dos animais infectados pelo plasmddio mostrou maior
concentracdo de FNT-a que o grupo controle. Os animais CBA e C57BL/6 no
grupo infectado e tratado com a Ptx também mostraram maior concentracéo
da citocina. No sobrenadante dos macréfagos peritoneais, nos trés modelos,
0 grupo dos animais infectados e tratados com a Ptx apresentou maior
concentracéo da citocina. No homogenato do tecido cerebral ndo observamos
variacfes na concentracdo da citocina nos grupos. Pela analise comparativa
entre 0os modelos, na situagao basal (grupo controle), o modelo BALB/c
apresentou maior concentracao do FNT-a no sobrenadante dos macréfagos,

entretanto no homogenato do tecido cerebral o C57BL/6 mostrou maior
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concentracdo da citocina. No soro ndo observamos diferenca na concentracéao
basal da citocina entre os modelos. No grupo dos animais infectados também
nao foi visto diferenca na concentracdo do FNT-a no soro entre os modelos.
Todavia no grupo dos animais infectados e tratados com a Ptx, no soro, o
CBA mostrou maior concentracao da citocina que o BALB/c e no homogenato

do cerebro o BALB/c apresentou maior concentracédo da citocina que o CBA.

5.6.2. Interleucina 6 (IL- 6)

Efeito do tratamento com pentoxifilina na producéo da interleucina 6 (IL-
6) pelos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com
o Plasmodium berghei ANKA

A IL-6 também ¢é uma citocina inflamatdria importante no
desenvolvimento da forma cerebral. Para avaliar se havia diferenca na
producéo da IL-6 nos diferentes modelos, analisamos a producao da citocina
no soro, no sobrenadante da cultura dos macrdfagos peritoneais e no
homogenato do tecido cerebral, nos 3 modelos estudados.

O grupo dos animais infectados pelo plasmaédio (Pb) mostrou maior
concentragdo sérica de IL-6 nos 3 modelos estudados, porém, no CBA esse
aumento nao foi estatisticamente significante (Figura 16 A, B, C); O grupo dos
animais infectados tratados com a Ptx (Pb+Ptx) também apresentou
concentracao sérica da citocina maior que o grupo controle nos trés modelos,
todavia néo foi estatisticamente significante para o modelo BALB/c (Figura 16
A, B, C e Tabela 6).

Quando avaliamos no homogenato do tecido cerebral, verificamos nos
modelos BALB/c e C57BL/6, que os animais infectados (Pb) e infectados
tratados com a droga (Pb+Ptx) apresentaram menor concentragéo da IL-6 que
0s animais dos grupos controle e Ptx (Figura 16G, I); O CBA nao apresentou
variagao significativa na concentracdo de IL-6 no tecido cerebral (Figura 16H
e Tabela 8). No sobrenadante das culturas dos macrofagos peritoneais, no
modelo CBA, os animais com infeccdo pelo plasmédio mostraram maior

concentracdo da IL-6 que os animais dos grupos controle e Ptx e o tratamento
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com a Ptx dos animais infectados contribuiu ainda mais para o aumento na

concentracéo da citocina (Figura 16E), (Tabela 7 e Figural®6).
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Figura 16- Avaliacao do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producéo de IL-6 no soro,
no sobrenadante da cultura dos macr6fagos peritoneais e no homogenato do cérebro dos
animais infectados e ndo com Plasmodium berghei ANKA. A IL-6 foi avaliada por citometria
de fluxo (Kit CBA). n de 6 -10 por grupo. Soro: A- BALB/c, p=0,0373. B- CBA, p=0,0029. C-
C57BL/6, p=0,0006*. Sobrenadante: D- BALB/c, p=0,16242. E- CBA, p=0,00012. F- C57BL/6,
p=0,02762. Homogenato: G- BALB/c, p=0,00022. H- CBA p=0,34842. |- C57BL/6, p=
P<0.00012. As diferencas entre os grupos estdo mostradas pelas barras. Os dados estdo
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey. Obs.: Os eixos do gréafico estédo
diferentes (soro 6.000, sobrenadante 60.000 e homogenato 400) para melhor caracterizar as
diferencas entre os grupos.

Pela andalise comparativa entre os 3 modelos, observamos que no
soro, no grupo controle o modelo C57BL/6 mostrou menor concentragao de
IL-6 e 0 modelo BALB/c a maior (Figura 17 A). No soro dos animais infectados
e tratados com a pentoxifilina (Pb+Ptx), o0 modelo CBA mostrou maior
concentracdo da citocina que os outros dois modelos (Figura 17D). Quando
avaliado no tecido cerebral, fisiologicamente (controle), o modelo C57BL/6

apresenta uma concentragdo de IL-6 maior que o CBA (Figura 17 I). No
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sobrenadante das culturas dos macrofagos peritoneais, a concentracéo de IL-
6 mostrou uma variagao significativa entre os modelos, nos grupos controle e
Pb+Ptx, sendo que no grupo controle o CBA teve uma menor concentracao
da citocina (Figura 17E) e no grupo Pb+Ptx, a maior (Figura 17H).

Em concluséo, a concentracdo sérica de IL-6, no grupo controle foi
menor no modelo C57BL/6 e maior no CBA, a infeccdo pelo plasmaodio elevou
a producao sérica de IL-6 nos trés modelos; no CBA o tratamento com a Ptx
dos animais infectados (Pb + Ptx) contribuiu para aumentar ainda mais a
concentracdo sérica da citocina. Ainda no soro, o grupo Pb+Ptx do modelo
CBA mostrou maior concentragdo da citocina que os outros dois modelos.

Quando analisamos a concentracdo de IL-6 no homogenato do
cérebro e no sobrenadante das culturas dos macréfagos, observamos que no
grupo controle, o C57BL/6 que apresentou maior concentracdo da citocina IL-
6, entretanto, observamos o oposto no soro, no qual o modelo CBA
apresentou a maior concentragéo. O grupo infectado e tratado com a Ptx (Pb
+ Ptx) do modelo CBA mostrou a maior concentragéo de IL-6 no sobrenadante

das culturas dos macréfagos e no soro.
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Figura 17- Comparacgédo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producéo de IL-6 nos
trés modelos estudados, no soro, no sobrenadante da cultura dos macréfagos peritoneais e
no homogenato do cérebro dos camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA. A IL-6 foi avaliada por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6 -10 por grupo. Soro: A-
Controle, p= 0,0403%. B- Ptx, p = 0,1925%. C- Pb, p = 0,1789%. D- Pb + Ptx, p = 0,03192.
Sobrenadante: E- Controle, p = 0,00102. F- Ptx, p = 0,39212. G-Pb, p = 0,30652. H- Pb + Ptx,
p = 0,01772. Homogenato: I-Controle, p = 0,0148. J- Ptx, p = 0,23472. L- Pb, p = 0,1786%. M-
Pb + Ptx, p = 0,08752. As diferencas entre os grupos estdo mostradas pelas barras. Os dados
estdo representados em medianas, quartis e extremos. Testes: 1Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

5.6.3. Interferon-y (IFN-y)
Efeito do tratamento com pentoxifilina na producéo de Interferon—-gama
(IFN-y) pelos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA

O INF-y é também uma das principais citocinas envolvidas tanto na
imunidade quanto na patogenia das formas graves da malaria e é produzido
por linfécitos CD4+, CD8+ e NK. Para avaliar seu papel nos diferentes
modelos, analisamos a producdo da citocina no soro e no homogenato do
tecido cerebral, nos 3 modelos estudados.

Nas figurasl8 e 19 estdo representados os dados da producédo do
IFN-y nos trés modelos de estudo. Na situacdo basal (grupo controle normal)
observamos que o modelo BALB/c ja tinha a maior producéo da citocina, tanto

no soro quanto no homogenato do tecido cerebral (Figura 19 A, E). Apoés a
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infeccdo pelo plasmédio (grupo Pb), todos os modelos mostraram maior
producdo do INF-y do que o grupo controle, mas esse aumento nao foi
significativo para o modelo CBA (Figura 18). Observamos que no modelo
BALB/c, tanto de modo sistémico como localmente no cerebro, os animais
com infeccéo pelo plasmaddio apresentaram maior producdo do INF-y e apés
tratamento com a Ptx dos animais infectados (Pb+Ptx) ndo houve modificacao
estatisticamente significante da producao da citocina (Figura 18 A, D). Apos
o tratamento com a PTX (grupo Pb+Ptx) observamos no soro que no modelo
CBA, a Ptx induziu maior producao do IFN-y (Figura 18 C), no modelo C57BL/6
nao houve modificacdo da producédo da citocina (Figura 18 D). Dados nas
tabelas 6, 7, 8 e figuras 18 e 19.

Em conclusdo, nossos dados mostraram que nos trés modelos a
infeccdo pelo plasmdédio aumentou a concentracdo de INF-y, tanto no soro
guanto no homogenato do cerebro. Os trés modelos responderam de forma
distinta ao tratamento com a Ptx pelos animais infectados em relacdo a
producdo do INF-y, no CBA o tratamento dos animais infectados aumentou
ainda mais a concentragdo do INF-y e nos modelos BALB/c e C57BL/6 0
tratamento dos animais infectados ndo modificou 0 aumento da concentracao

de INF-y ocasionado pela infeccao.
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Figura 18 - Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na produgéo de INF-y no
soro, no sobrenadante da cultura dos macréfagos peritoneais e no homogenato do cérebro
dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA. O INF-y foi determinado por
citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6-10 por grupo. Soro: BALB/c, p = 0,0352; CBA, p = 0,0010;
C57BL/6, p = 0,0009. Homogenato: BALB/c, p = 0,0018; CBA, p = 0,0003; C57BL/6, p =
0,0008. Teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn. As diferencas entre 0s grupos
estda mostrada pelas barras. Os valores estéo expressos como mediana / intervalo interquartil,
Valor de p significativo quando <0,05. Abreviaturas: Ptx, pentoxifilina; Pb, Plasmodium
berghei.
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Figura 19 - Comparacéo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producéo de INF-y nos
trés modelos estudados, no soro, no sobrenadante da cultura dos macréfagos peritoneais e
no homogenato do cérebro dos camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA. O IFN-y foi determinado por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6-10 por grupo. Soro:
A-Controle, p = 0,0044%. B- Ptx, p = 0,0857%. C- Pb, p = 0,1974%. D- Pb + Ptx , p = 0,00221.
Homogenato: I-Controle, p = 0,01871. J- Ptx, p = 0,00032. L- Pb, p = 0,2246! . M- Pb+Ptx, p =
0,0021'. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo
método de Tukey. As diferencas entre os grupos esta mostrada pelas barras. Os valores estdo
expressos como mediana / intervalo interquartil, Valor de p significativo quando <0,05.
Abreviaturas: Ptx, pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei.
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5.6.4. Interleucina 12 (IL-12p70)

Efeito do tratamento com pentoxifilina na producgéo de interleucinal2p70
(IL-12-p70) pelos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou
nédo com o Plasmodium berghei ANKA

A IL-12 é produzida pelos macrofagos e é fundamental para inducéo
da resposta de LT CD4*, e para desviar o ramo da resposta imune para o
padrao T auxiliar do tipo 1. Esse tipo de resposta tem um papel importante na
resposta inflamatoria, pois quando ativada estimula a producdo do FNT-a e
de INF-y. Para avaliar seu papel nos diferentes modelos, analisamos a
producdo da citocina no soro, na cultura dos macréfagos peritoneais e no
homogenato do tecido cerebral, nos 3 modelos estudados.

As diferencas foram mais evidentes quando a citocina foi quantificada
no homogenato do tecido cerebral. A infeccdo pelo plasmédio induziu no
tecido cerebral aumento da producdo da IL-12 nos modelos BALB/c e
C57BL/6 (Figura 20 G,I). O tratamento dos animais infectados (Pb+Ptx) n&o
modificou significantemente a producéo da IL-12 nos trés modelos (Figura 20
G,HI).

Pela comparacao entre 0os grupos, no homogenato do tecido cerebral,
apos a infeccdo pelo plasmadio (GrupoPb) o modelo C57BL/6 produziu maior
quantidade da citocina do que o modelo BALB/c (Figura 21 K e Tabela 6, 7 e
8).

Em conclusdo, no homogenato do tecido cerebral a infeccdo pelo
plasmodio modulou a producéo de IL-12 nos modelos BALB/c e C57BL/6, que
mostraram aumento na concentracao da citocina no grupo Pb e a Ptx nao
influenciou a producéo dessa citocina no grupo infectado. O modelo C57BL/6

produziu maior quantidade da citocina do que os outros dois modelos.
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Figura 20 - Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producéo de IL-12p70 no
soro, no sobrenadante da cultura dos macréfagos peritoneais e no homogenato do cérebro
dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA. A IL-12p70 foi avaliada por
citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6-10 por grupo. Soro: A- BALB/c, p=0,1921%. B- CBA, p=
0,7887%. C- C57BL/6, p= 0,55771. Sobrenadante: D- BALB/c, p=0,9990'. E- CBA, p=0,9969".
F- C57BL/6, p= 0,8191'. Homogenato: G- BALB/c, p= 0,01542. H- CBA, p= 0,4435. I-
C57BL/6=0,0030. As diferencas entre os grupos esta mostrada pelas barras. Os dados estao
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Figura 21- Comparacéo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producéo de IL-12 p70
nos trés modelos estudados, no soro, no sobrenadante da cultura dos macréfagos peritoneais
e no homogenato do cérebro dos camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA. A IL-12 p70 foi feita por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6 -10 por grupo. Soro: A-
Controle, p= 0,3503!. B- Ptx, p= 0,27121. C- Pb, p= 0,2416. D- Pb + Ptx , p=0,3306".
Sobrenadante: E- Controle, p=0,74021. F- Ptx, p=0,2926. G-Pb, p=0,4856!. H- Pb + Ptx,
p=0,5128. Homogenato: I-Controle, p=0,41312. J- Ptx, p=0,01312. L- Pb, p=0,04621. M- Pb
+ Ptx , p=0,06152. As diferencas entre os grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

5.6.5. Interleucina 10 (IL-10)
Efeito do Tratamento com pentoxifilina na producgéo de interleucina - 10
(IL-10) pelos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou néo
com Plasmodium berghei ANKA

A IL-10 é fundamental para regular a resposta imune e é produzida por
varias células da imunidade inata e adaptativa, entre elas, os macrofagos e
0os LT CD4*, principalmente quando desviados para o ramo T auxiliar do tipo
2, pelos linfécitos B, células NK e células dendriticas. A resposta Tauxiliar 2
modula a resposta inflamatéria, pois inibe o ramo T auxiliar do tipo 1,
diminuindo a producédo do FNT-a e do INF-y. Para avaliar seu papel nos

diferentes modelos, analisamos a producéo da citocina no soro, na cultura dos
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macrofagos peritoneais e no homogenato do tecido cerebral, nos 3 modelos
estudados.

Os dados da producao da IL-10 estdo mostrados nas Figuras 22 e 23.
A infeccao pelo plasmédio promoveu aumento da concentracdo de IL-10 no
soro dos animais do modelo BALB/c (Figura 22A). No modelo CBA o grupo
Pb+Ptx mostrou maior concentracao de IL-10 que o grupo Pb (Figura 22B).
No sobrenadante dos macréfagos peritoneais a infec¢ao pelo Pb aumentou a
concentragdo de IL-10 no modelo CBA e o tratamento com a Ptx nao
modificou essa producao (Figura 22E). No homogenato do tecido cerebral no
modelo CBA a infec¢éo pelo Pb promoveu maior concentracéo de IL-10 e o
tratamento com a Ptx dos animais infectados diminuiu esse aumento (Figura
22H).

Observamos que no sobrenadante das culturas dos macrofagos, na
situacdo basal (grupo controle normal), o modelo CBA produziu menor
quantidade da IL-10 do que os outros dois modelos (CBA e C57BL/6). (Figura
23 E). Entretanto, no homogenato do tecido cerebral, na infeccdo pelo
plasmodio, o modelo CBA apresentou uma resposta oposta, sendo que
produziu maior quantidade da IL-10 do que os outros dois modelos apds a
infecgao (Figura 23 K). Os dados do soro estéo na tabela 6, do sobrenadante
na 7, e do homogenato na 8.

Em conclusdo nossos dados mostraram que no sobrenadante dos
macrofagos peritoneais do BALB/c o grupo controle apresentou maior
concentracéo de IL-10, porém quando esses animais foram infectados pelo
plasmaodio, a concentracao da IL-10 no homogenato do cérebro foi a menor.

A Ptx néo influenciou a producéo da IL-10.
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trés modelos estudados, no soro, no sobrenadante da cultura dos macréfagos peritoneais e
no homogenato do cérebro dos camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei
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5.6.6. Interleucina 2 (IL-2)

Efeiro do tratamento com pentoxifilina na producéo da interleucina- 2
(IL-2) pelos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou nao
com Plasmodium berghei ANKA

A IL-2 é produzida pelos linfocitos apos estimulo e tem um papel
primordial na multiplicacdo dessas células. Para avaliar seu papel nos
diferentes modelos, analisamos a producdo da citocina no soro e no
homogenato do tecido cerebral, nos 3 modelos estudados.

A producéo da IL-2 foi melhor evidenciada no homogenato do tecido
cerebral (Figuras 24 e 25). Na situacao basal, no grupo controle normal, no
homogenato do tecido cerebral, observamos que o modelo CBA estava
produzindo a menor quantidade da citocina e o modelo C57BL/6 a maior

quantidade da IL-2 (Figura 25 E). Entretanto, apés a infeccéo pelo plasmédio,
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observamos resultado oposto, sendo que o modelo CBA que produziu a maior
quantidade da IL-2 (Figura 25 G). Tabela 6.

No homogenato do tecido cerebral, a infeccdo pelo plasmédio
ocasionou nos modelos BALB/c e C57BL/6 uma menor producdo da IL-2
(Figura 24 D,F), ocorrendo o oposto no modelo CBA, no qual a infeccao pelo
plasmoédio produziu um aumento na producdo da IL-2 (Figura 24 E). O
tratamento com a Ptx dos animimais infectados (Pb+Ptx) produziu uma
diminuicdo da IL-2 nos modelo CBA (Figura 24 E), mas nao alterou o efeito
da infeccdo na producéo da IL-2 nos modelos BALB/c e C57BL/6 (Figura 24
D, F). Tabelas 6,7,8.

Em concluséo, as diferencas nas respostas nos trés modelos ficou mais
claramente evidenciada no homogenato do tecido cerebral. Embora os
camundongos CBA tenham mostrado a menor concentracdo da citocina na
situacdo basal, houve uma maior concentracdo da citocina nos animais
infectados pelo plasmddio. O tratamento com a Ptx dos animais infectados
(Pb+Ptx) produziu uma diminui¢do da IL-2 nos modelos CBA e C57BL/6, mas

nao alterou o efeito da infec¢do na producéo da IL-2 no modelo BALB/c.
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Figura 24 - Avaliacao do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producao de IL-2 no soro
e no homogenato do cérebro dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA.
A IL-2 foi determinada por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6-10 por grupo. Soro: A- BALB/c,
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IKruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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5.6.7. Interleucina 4 (IL-4)

Efeito do tratamento com pentoxifilinana producgéo de interleucina 4 (IL--
4), pelos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou n&o com
Plasmodium berghei ANKA

A IL-4 é a principal citocina produzida pelos linfocitos CD4* T auxiliar
do tipo 2, quando da ativacdo dos linfécitos. Para avaliar seu papel nos
diferentes modelos, analisamos a producdo da citocina no soro e no
homogenato do tecido cerebral, nos 3 modelos estudados.

A producéo da IL-4 ocorreu em niveis baixos tanto no soro, quanto no
homogenato do tecido cerebral (Figura 26 e 27). Apos a infecgdo pelo
plasmoédio, observamos que houve uma maior producdo da IL-4 no
homogenato do tecido cerebral pelos camundongos CBA (Figura 26E). A Ptx
determinou um aumento na producdo da IL-4 somente no soro dos animais
infectados (Pb+Ptx) do modelo BALB/c (Figura 26 A). E nesse grupo
(Pb+Ptx), no soro, o modelo BALB/c produziu a maior quantidade da IL-4 e o
modelo C57BL/6 a menor (Figura 27D). (Tabela 8).
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5.6.8. Interleucina 17A (IL- 17A)

Efeito do tratamento com pentoxifilina na producao de interleucina-17A
(IL-17A) pelos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA

A IL-17A é também um mediador da inflamacdo e é produzida
principalmente pelos linfocitos T CD4+ quando, apds ativacéo, sdo desviados
para o ramo T auxiliar 17, mas pode ser produzida por varias outras células
da imunidade inata e pelos LTCD8*. Tem um papel importante na defesa
contra patdégenos extracelulares. Para avaliar seu papel nos diferentes
modelos, analisamos a producdo da citocina no soro e no homogenato do
tecido cerebral, nos 3 modelos estudados.

As figuras 28 e 29 e a Tabela 8 mostram os resultados da IL-17A. No
soro observamos diferenca na concentracdo de IL-17A entre 0s grupos
apenas no modelo BALB/c, sendo que os grupos Pb e Pb+ Ptx mostraram
maior concentracdo da citocina (Figura 28A). No homogenato do tecido
cerebral a infeccao pelo plasmddio provocou aumento na concentracdo da
IL17A nos modelos BALB/c e C57BL/6 (Figura 28D,F).

Na situagéo basal (controle normal), no homogenato do tecido cerebral,
observamos que o modelo C57BL/6 produziu maior quantidade da IL-17A do
que o modelo BALB/c (Figura 29E). Apo6s a infeccdo com o plasmaédio (Pb),
verificamos no homogenato do tecido cerebral, que o modelo C57BL/6
produziram uma quantidade maior da IL-17A do que o modelo BALB/c ( Figura
29G) e apos o tratamento dos animais infectados o C57BL/6 mostrou maior
concentracdo que o modelo CBA ( Figura 29H). No soro, houve menor
producdo da IL-17A no modelo C57BL/6 do que no modelo BALB/c pelos
grupos Pb e Pb + Ptx (Figura 29C e D).

84



309A BALBIc 304 301€

= B
p=0,0093 CBA C57BLI6
25
e 3
£ 20 o
g% p=0,0209 20 20
o - [ L
ig
=
§a 10 — 10 ; -
— ! r . —_ 0 v v T T
Controle Ptx Pb Pb+ Ptx " Controle Pix Pb Pb+ Pix Controle Ptx Pb Pb+ Ptx
E
oro Soro Soro
30
30
D E 309F
25 25
o 25
23 p=0,0216 50 L
g 32 = 2 p=0,
§ < 50 . ) - . 5.0 —
T i i —
8= 58
& o : = 25
—_— = ] = =
0. + T T T 0.0 T ¥ ! y 0.
Controle Ptx Pb Pb + Ptx Controle Pix Ph Pb + Pix Controle  Pix Pb Pb + Ptx
Homogenato Homogenato Homogenato

Figura 28- Avaliagcéo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producao de IL-17A no
soro e no homogenato do cérebro dos animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA. A IL-17A foi avaliada por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6-10 por grupo. Soro: A-
BALB/c, p=0,0638". B- CBA, p=0,5735. C- C57BL/6, p= 0,0514? .Homogenato: G- BALB/c:
p= 0,0216%. H- CBA: p=0,21842. |- C57BL/6: P=0,00312. As diferengas entre os grupos esta
mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos.
Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de
Tukey. Soro: BALB/c, p=0,0093, teste de Mann Whitney e p= 0,0209, teste t.

3074 3098 30qc 301p P berghei + Pix

Controle o e
erghef =
e 020055 p=0,0122
TE 20 20 20 20
g9 v
- =
R
S5 10 10 10- 10
[ | [ -
— L= 0 == =
BALB/c CBA C57BLI6 BALB/c CBA C57BL/6 BALB/c CBA C57BL/E BALBIc CBA C57BL6
Soro Soro Soro Soro
3
09 F 3016 307H
_ 25 p=0,0242 2 25 25
a3
GE p=0,0294 P=0,0344
% 20 2 50 p=0,0451 20]
sa ——
§a 50 2 —_— 507
8g 5.07
8T _— -
o= —_—
25 B % 1 25 259
s I=N=—lr=
0. T T T 00! 0.0-
BALBIC CBA CS7BL6 BALB/c CBA C57BLI6 BALBIc CBA C57BLI6 BALB/c CBA C57BLIE

Homogenato Homogenato Homogenato Homogenato

Figura 29- Comparacéo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producédo de IL-17A
nos trés modelos estudados, no soro e no homogenato do cérebro dos camundongos
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA. A IL-17A foi avaliada por citometria de
fluxo (Kit CBA). n de 6 - 10 por grupo. Soro: A-Controle, p = 0, 0,23082. B- Ptx, p = 0,62551.
C- Pb, p = 0,0592%. D- Pb+Ptx, p = 0,0122'. Homogenato: E-Controle, p = 0,0242 1. F- Ptx, p
=0,07022. G- Pb, p = 0,0451*. H- Pb+Ptx, p = 0,03442. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey. Soro: C- Pb (BALB/c X C56BL/6)
, p = 0,0055, teste t. Homogenato: F- Ptx (BALB/c X CBA), p = 0,0294,teste t, G- Pb (BALB/c
X C56BL/6), p = 0,0229, teste t. As diferencas entre 0s grupos estao mostradas pelas barras.
Os dados estéo representados em medianas, quartis e extremos.

85



5.6.9. Quimiocina CCL2 (MCP-1)
Efeito do Tratamento com pentoxifilina na produg¢éo de quimiocina CCL2
(MCP-1) pelos camundongos do modelos BALB/c, CBA e C57BL/6
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

O MCP-1 (CCL2) é uma quimiocina importante que regula a migracao
de células e estimula fortemente a migracdo de mondcitos para os sitios de
leséo, que € uma das células que produz as citocinas inflamatorias envolvidas
nas lesdes da forma cerebral da malaria. Para avaliar seu papel nos diferentes
modelos, analisamos a producéo da quimiocina no soro, no sobrenadante dos
macrofagos peritoneais e no homogenato do tecido cerebral, nos 3 modelos
estudados.

As Figuras 30 e 31 e as Tabelas 6, 7, 8 mostram os dados do MCP-1.
No sobrenadante das culturas dos macrofagos, observamos que na situacao
basal (controle normal), o modelo C57BL/6 produziu a maior quantidade da
quimiocina e o modelo CBA a menor (Figura 31E). Ja no grupo dos animais
infectados e tratados com a Ptx, o BALB/c mostrou maior concentracdo da
guimiocina que o modelo CBA (Figura 31H). No soro, no grupo Pb, o modelo
BALB/c mostrou maior concentragdo de MCP-1 que o modelo C57BL/6
(Figura31C), entretanto apos o tratamento dos animais infectados o CBA
apresentou maior concentracao que os outros dois modelos (Figua31D). No
homogenato do tecido cerebral observamos diferenca entre os modelos
apenas no grupo Pb+Ptx, sendo que o CBA mostrou maior concentracao de
MCP-1 e o BALB/c a menor (Figura 31L). A infeccdo pelo plasmddio induziu
uma maior produg¢do do MCP-1 nos modelos BALB/c e CBA no homogenato
do tecido cerebral (Figura 30 G,H). No grupo Pb+Ptx, observamos no soro,
que houve uma grande produgao do MCP-1 pelo modelo CBA (Figura 30B).
Entretanto, no sobrenadante das culturas dos macrofagos observamos que o
tratamento com a Ptx diminiu o MCP-1 (Pb+Ptx) (Figura 30E).
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Figura 31- Comparacédo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na produ¢do de MCP-1
nos trés modelos estudados, no soro, no sobrenadante da cultura dos macréfagos peritoneais
e no homogenato do cérebro dos camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA. A MCP-1 foi avaliada por citometria de fluxo (Kit CBA). n de 6 - 10 por grupo. Soro:
A-Controle, p = 0,9896*. B- Ptx, p = 0,6175%. C- Pb, p = 0,1479%. D- Pb+Ptx, p = 0,0052%.
Sobrenadante: E- Controle, p = 0,02271. F- Ptx, p = 0,1320 1. G-Pb, p = 0,26211. H- Pb+Ptx,
p = 0,0073%. Homogenato: I-Controle, p = 0,1841%. J- Ptx, p = 0,0671%. L- Pb, p = 0,09782. M-
Pb+Ptx , p = 0,03982. As diferengas entre os grupos estd mostrada pelas barras. Os dados
estdo representados em medianas, quartis e extremos. Testes: 1Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey. Soro: C- Pb, p=0,0430, teste de
Mann Whitney.
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Tabela 6 — Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producao
das citocinas FNT-q, IL-6, INF, IL-12, IL-10, IL-2, IL-4, IL-17A e da quimiocina
CCL2 (MCP-1) no soro dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou
nao com Plasmodium berghei ANKA, concentracao expressa em pg/mL.

Grupos Controle Ptx Pb Pb + Ptx Valor de p
Soro
BALB/c
FNT-a 11,94 9,260 58,92 32,46 K-W/ 0,0007
(10,97 -19,47) (6,990 — 12,20) (30,20 - 92,37) (16,82 — 65,09
IL-6 261,5 494,4 1931 897,8 K-W/ 0,0373
(151,2 — 354,0) (321,1 — 2821) (831,7 — 4946) (203,7 — 2033)
INFy 21,43 5,200 542,6 109,5 K-W/ 0,0352
(8,295 — 44,72) (2,710 - 8,330) (41,93 -859,6) (4,870 - 332,2)
IL-12 5,515 0,0 36,53 0,0 K-W/ 0,1921
(0,0 — 25,04) (0,0 — 3,030) (0,0 — 64,75) (0,0 — 31,58)
IL-10 0,0 0,0 90,73 51,00 K-W/ 0,0324
(0,0 —9,610) (0,0-0,0) (0,0 — 149,2) (0,0 -61,37)
IL-2 0,0 0,0 0,1250 0,2000 K-W/ 0,5037
(0,0 - 0,3375) (0,0-0,0) (0,0 — 0,9550) (0,0 — 0,7000)
IL-4 0,0 0,6100 1,450 5,410 K-W/ 0,0026
(0,0 — 2,320) (0,1100-1,390) (0,5275- 2,683) (2,918 - 9,170)
IL-17A 5,305 2,810 6,920 7,605 K-W/ 0,0638
(1,843 — 14,75) (1,610 — 4,710) (4,130 - 11,40) (5,630 — 10,08)
MCP-1 0,0 0,0 173,4 0,0 K-W/ 0,0870
(0,0 — 0,0025) (0,0-0,0) (0,0 - 481,4) (0,0 - 249,7)
CBA
FNT-a 14,44 5,700 40,77 89,99 K-W/ 0,0023
(6,495 —22,08) (3,215 - 35,27) (23,77 -81,21) (79,02 — 114,0)
IL-6 180,7 233,9 982,5 2911 K-W/ 0,0029
(101,7 — 604,8) (179,0 —-1247) (512,9 -1610) (1393 — 3605)
INF-y 3,015 9,130 117,2 496,9 K-W/ 0,0010
(1,815 — 6,035) (3,148 — 53,71) (5,650 — 677,0) (426,9 —1155)
IL-12 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,7887
(0,0 — 0,0025) (0,0-0,0) (0,0 - 51,55) (0,0-0,0)
IL-10 19,47 19,23 0,0 117,9 K-W/ 0,0773
(0,0 — 59,06) (0,0 — 28,97) (0,0 — 20,65) (13,72 - 174,8)
IL-2 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,9624
(0,0 — 0,3500) (0,0-0,18) (0,0 — 0,5900) (0,0 — 0,4200)
IL-4 3,170 0,11 00 0,5500 2,160 K-W/ 0,2637
(1,598 — 10,04) (0,0 - 2,015) (0,3900 - 1,060) (0,0 - 6,375)
IL-17A 8,410 4,880 7,750 2,955 K-W/ 0,5735
(4,465 — 19,30) (1,1950 - 13,01) (0,0 —12,56) (1,498 — 15,05)
MCP-1 0,0 0,0 0,0 2653 K-W/ 0,0109
(0,0 —77,75) (0,0-117,2) (0,0 — 1979) (1441 — 4170)

89



C57BL/6

FNT-o 10,42 11,37 26,83 47,24 K-W/ 0,0002
(2,620 -13,77) (6,000 — 15,85) (20,72 — 41,80) (24,91 -124.,2)
IL-6 90,11 2370 862,0 1348 K-W/ 0,0006
(54,69 —121,6) (90,39 — 356,3) (252,6 — 2516) (711,8 - 1737)
INF-y 0,0 2,230 131,7 78,05 K-W/ 0,0009
(0,0 =2,200) (1,940 — 3,690) (3,400 —179,4) (4,950 — 205,8)
IL-12 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,5577
(0,0 — 12,04) (0,0 — 29,36) (0,0 - 13,94) (0,0-0,0)
IL-10 0,0 0,0 57,62 99,76 K-W/ 0,0041
(0,0-0,0) (0,0 - 23,52) (0,0 - 113,6) (38,93 -162,7)
IL-2 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,5380
(0,0 - 0,2800) (0,0 - 0,1700) (0,0 - 0,9300) (0,0-0,0)
IL-4 1,620 0,6600 1,850 0,0 K-W/ 0,0953
(0,1100- 1,680) (0,0 - 2,070) (1,280- 2,240) (0,0 - 1,000
IL-17A 3,940 3,490 2,280 1,040 A-V/0,0514
(1,950 — 9,040) (2,560 — 3,940) (0,0 — 4,200) (0,0 — 3,630)
MCP-1 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,7607
(0,0 - 0,0025) (0,0-0,0) (0,0 -0,0) (0,0 - 432,1)

Os valores estdo expressos como mediana / intervalo interquartil, Valor de p significativo
quando <0,05. Ptx, pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei; K-W,Teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo método de Dunn; A-V, ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Tabela 7 - Avaliacdo do feito do tratamento com a pentoxifilina na producao
das citocinas FNT-a, IL-6, INF-y, IL-12, IL-10, IL-2, IL-4, IL-17A e da
quimiocina CCL2 (MCP-1) no sobrenadante da cultura dos macréfagos
peritoneais dos animais BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados e ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA, concentracdo expressa em pg/mL.

Grupos Controle Ptx Pb Pb + Ptx Valor de p
Sobrenadante
BALB/c
FNT-a 1236 2615 589,6 1553 K-W/ 0,0029
(871,9 — 1697) (135,4 — 466,6) (202,3 - 1232) (728,9 — 3017)
IL-6 43943 28673 37018 39390 A-V/0,1624
(39057 — 47974) (16958 -43088) (30770 — 43305) (28097-49469)
IL-12 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,9990
(0,0 -0,0) (0,0 -0,0) (0,0 -0,0) (0,0 -0,0)
IL-10 741,1 74,47 344,2 257,2 K-W/ 0,0010
(544,4 — 900,8) (42,47-178,1) (215,0 — 545,1) (138,1- 590,5)
MCP-1 100,1 80,92 285,3 105,8 K-W/ 0,5894
(15,23 - 216,9) (0,0 -767,2) (27,69 — 1061) (0,0 — 405,3)
CBA
FNT-a 733,1 1156 932,2 2112 K-W/ 0,0086
(246,2 — 845,2) (70,01 — 2564) (283,4 — 1250) (1353 — 3005)
IL-6 22860 21535 40785 46838 A-V/0.0001
(17037-29909) (6506— 29086) (31526— 42982) (43824 — 49801)
IL-12 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,9969
(0,0 — 32,46) (0,0 - 15,97) (0,0 — 25,30) (0,0 — 24,35)
IL-10 120,5 229,5 478,4 326,2 K-W/ 0,0946
(26,17 — 249,7) (0,0 - 508,3) (244,8 — 559,5) (269,4 — 1036)
MCP-1 0,0 0,0 324,2 0,0 K-W/ 0,0008
(0,0 - 61,22) (0,0-0,0) (51,56 — 413,7) (0,0-0,0)
C57BL/6
FNT-a 779,1 209,5 798,8 1144 K-W/ 0,0066
(537,6 —969,1) (49,97 — 657,2) (315,8 — 1467) (809,3 — 2726)
IL-6 35461 16645 35461 28696 A-V/0,0276
(33370— 41782) (2932— 34194) (14837— 41953) (21120- 45023)
IL-12 0,0 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,8191
(0,0 —9,555) (0,0 — 0,0075) (0,0 - 0,0100) (0,0-0,0)
IL-10 556,5 112,1 888,2 210,1 K-W/ 0,0081
(366,8 — 952,0) (50,88 -139,0) (143,2 — 1080) (149,6 — 991,7)
MCP-1 150,9 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,0846
(14,75 — 475,5) (0,0 - 52,50) (0,0 — 438,8) (0,0 -57,62)

Os valores sdo expressos como mediana / intervalo interquartil, Valor de p significativo
quando <0,05. Ptx, pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei; K-W,Teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo método de Dunn; A-V, ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Tabela 8 — Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na producéo
das citocinas FNT-a,IL-6, INF-y, IL-12, IL-10, IL-2, IL-4, IL-17A e da quimiocina
CCL2 (MCP-1) nos homogenatos do tecido cerebral dos animais BALB/c, CBA
e C57BL/6 infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, concentragéo
expressa em pg/mL.

Grupos Controle Ptx Pb Pb + Ptx Valor de p
Homogenatos
BALB/c
FNT-o 113,7 106,7 100,7 100,7 K-W/ 0,8298
(78,41-122,4) (92,05~ (77,63-118,9) (86,07-104,1)
118,9)
IL-6 245,1 232,6 183,5 176,4 A-V/0,0002
(193,6— 275,5) (222,2—- 263,7) (161,0 — 202,2) (146,8— 198,7)
INF-y 22,43 21,80 60,70 27,87 K-W/ 0,0018
(20,77- 28,54) (20,77-22,65) (24,32-113,2) (23,44 -65,04)
IL-12 35,81 71,57 81,56 69,81 A-V/0,0154
(19,66 — 51,43) (59,69 — 79,50) (51,99 - 98,33) (56,02 — 96,57)
IL-10 0,0 20,07 0,0 0,0 K-W/ 0,0062
(0,0 - 16,02) (4,453 — 25,58) (0,0-0,0) (0,0-0,0)
IL-2 3,815 3,600 2,270 2,130 A-V/ 0,0002
(2,790- 4,875) (3,480 4,675) (1,715- 2,905) (1,413-3,100)
IL-4 0,5500 2,610 1,850 1,650 K-W/ 0,0045
(0,1100- 1,030) (1,850- 3,060) (1,225~ 2,100) (0,9275- 2,353)
IL-17 1,070 1,810 2,030 2,015 K-W/ 0,0216
(0,9950 — 1,255) (1,520 —2,033) (1,370 — 2,605) (1,393 - 2,633)
MCP-1 134,5 181,4 216,5 168,5 K-W/ 0,0555
(122,2 -182,8) (148,5 — 226,9) (180,5 — 293,3) (141,9 - 216,3)
CBA
FNT-a 60,91 51,63 54,94 55,84 K-W/0,7598
(22,75-109,3) (37,27~ (33,59-135,5) (25,84-89,49)
74,18)
IL-6 203,8 208,9 2425 179,4 A-V/0,3484
(187,1-214,3) (163,2— 263,1) (159,3 — 298,0) (161,0 — 207,1)
INF-y 15,99 16,29 21,92 154,5 K-W/ 0,0003
(13,02 19,47) (14,83- 20,27) (18,31~ 69,65) (89,49- 215,5)
IL-12 52,15 36,97 70,98 44,67 K-W/ 0,2535
(23,89 - 62,85) (4,378 — 60,56) (40,43 — 86,31) (17,52 - 71,28)
IL-10 0,0 0,0 24,00 0,0 K-W/ 0,0013
(0,0 — 18,75) (0,0-0,0) (21,12- 45,39) (0,0-0,0)
IL-2 2,830 3,050 4,665 2,390 A-V/0,0121
(1,920~ 3,070) (2,055- 4,563) (3,693 - 5,813) (1,140~ 3,028)
IL-4 1,280 0,4150 1,900 1,365 K-W/ 0,0410
(0,1100- 2,070) (0,0 — 0,9200) (0,7200- 6,630) (0,4725- 3,503)
IL-17 1,420 1,090 1,890 1,110 A-V/0,2184

(0,9000 — 2,080)

(0,2050-1,658)

(1,450 2,250)

(0,2050— 1,503)
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MCP-1 174,6 1335 2752 282,9 K-W/ 0,0010
(144,5-240,2) (98,66 — 167,8) (204,8 — 365,8) (241,7 - 358,0)
C57BL/6
FNT-o 127,7 105,0 1154 74,18 A-V/0,3945
(99,36-151,0) (80,98 121,1) (57,51 181,4) (62,43 112,4)
IL-6 296,2 2171 180,5 1453 A-V/ P<0.0001
(246,4-307,9) (1799 — 244,3) (156,8 —189,5) (138,0 — 165,0)
INF-y 18,55 19,36 23,97 34,27 K-W/ 0,0008
(18,20 - 20,46) (17,34 —21,44) (20,43 — 37,63) (23,27- 42,67)
IL-12 41,86 50,43 111,9 78,00 K-W/ 0,0030
(27,03 -49,56) (36,48 — 61,74) (79,29 — 117,5) (50,18 — 92,71)
IL-10 0,1850 0,0 0,0 0,0 K-W/ 0,2449
(0,0 — 3,400) (0,0-0,0) (0,0 -1,110) (0,0-0,0)
IL-2 4,840 3,315 2,435 1,235 A-V/ P<0.0001
(4,000-5,693) (2,263 —4,115) (1,590- 2,540) (0,9275- 1,770)
IL-4 1,480 1,365 1,475 1,480 A-V/0,9921
(1,113-1,913)  (1,043- 2,083) (0,8050— 1,975) (0,7500- 1,858)
IL-17A 1,700 1,670 3,165 2,335 A-V/0,0031
(1,060-2,003) (1,155 — 1,935) (2,358 3,433) (1,630- 2,758)
MCP-1 96,76 102,3 119,2 115,7 K-W/ 0,3554

(73,49 — 123,6)

(94,60 — 118,8)

(104,2 — 198,7)

(74,48 - 216,1)

Os valores sdo expressos como mediana / intervalo interquartil, Valor de p
significativo quando <0,05. Ptx, pentoxifilina; Pb, Plasmodium berghei; K-W,Teste
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; A-V, ANOVA, seguido pelo
método de Tukey.

5.7. RECEPTORES PARA O FNT
Avaliacdo da expressao dos receptores 1 e 2 para o FNT e receptor para

linfotoxina, em microéglias e outras células cerebrais dos camundongos
BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA

O FNT e a LTX s&o importantes citocinas envolvidas na gravidade da
resposta ao plasmaodio. A produgdo do FNT é estimulada inicialmente por
antigenos do parasita que estimulam a resposta do hospedeiro pelos
receptores para padrbes moleculares de patégenos, que ativam a via do NF-
kB, e por meio dos fatores de transcricdo ativam genes envolvidos na
producdo das citocinas inflamatérias pela célula alvo. A manutencdo da

producdo dessas citocinas deve ocorrer pela presenca mantida do parasito,
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mas também pode ser amplificada pela acéo da propria citocina em seus trés
receptores, os receptores 1 e 2 para o FNT e o receptor para a LTX.

Para melhor compreensdo dos mecanismos de indugéo das formas
graves da malaria, analisamos se havia diferenca na expressdo dos
receptores para o FNT/LTX, na micrdglia e nas outras células cerebrais, entre
0s modelos experimentais da malaria, suscetiveis ou resistente a forma
cerebral da doencga, nos quatro grupos de estudo. As figuras 32, 34 e 35
mostra a expressao dos receptores na microglia, nos trés modelos estudados.

Na figura 32 ABC, verificamos que a expressdo do receptor 1 para o
FNT na micréglia foi discreta em todos os modelos e em todos 0S grupos
estudados. Quando comparamos a expressao do rAFNT na micrdglia, nos trés
modelos estudados (Figura 34- A, B,C e D), verificamos que no grupo Pb+Ptx
houve maior expressao do r1 FNT no modelo CBA do que nos camundongos
C57BL/6, cuja expressao desse receptor foi desprezivel. Esse mesmo padréo
de expresséo dos receptores foi obsevado para o r2FNT no grupo controle
(CBA>C57BL6) (Figura 34E).

Na micréglia dos animais controles normais (figura 35A,E,l) verificamos
gue o receptor para a LTX é o que apresentou maior expressao e o r1FNT, foi
o de menor expressao, nos trés modelos estudados. No entanto, o0s
camundongos C57BL6 mostraram uma distribuicdo muito mais ampla do rLTX
do que os outros grupos (Fig 35 I).

Apos a infeccdo pelo plasmédio (grupo Pb), os camundongos C57BL6
mostraram uma tendéncia a maior expressdao do r2FNT em relacdo aos
controles normais (32 F), enquanto essa diferenca ndo foi evidenciada para
0s outros modelos (BALBc e CBA).

As diferencas na expressao dos receptores na microglia foram mais
claramente evidenciadas quando comparamos a expressao dos 3 receptores
no mesmo modelo experimental (Figura 35). Observamos que nos animais
controles nao infectados houve maior expressdo do rLTX em todos os
modelos (Figura 35 A,E,l); que nos animais CBA, houve maior expressao do
r2FNT, que foi semelhante ao do rLTX e maior que a do rl1FNT; e que a

distribuicdo da expressao do rLTX foi mais ampla nos camundongos C57BL6.
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Quando analisamos os animais infectados pelo plasmodio (grupo Pb), os
camundongos C57BL6 mostraram maior expressédo do r2FNT e do rLTX,
entretanto a maior expresséo do r2FNT do que o rLTX foi mais evidente em
relacdo ao grupo controle normal (Figura 35 1,K). Dos animais infectados e
tratados com a Ptx, os camundongos CBA mostraram uma menor expressao
do r2FNT em relacéo ao grupo controle (Figura 35 E,H), esse modelo € o que
mostrou a melhor resposta de sobrevida ao tratamento com a Ptx

Em relacdo aos camundongos CBA observamos que houve tanto maior
expressado do rLTX quanto do r2FNT na situacao basal (nos animais controle).
Nos animais infectados pelo plasmaddio, esse mesmo perfil foi mantido, mas
com maior expressdo do rLTX do que do r2FNT. Os animais infectdos e
tratados com a Ptx apresentaram menor expressao do r2FNT (Figura 35
E,F,G,H). Enquanto que os animais do grupo C57BL/6, na situacdo basal,
diferentemente do grupo CBA, mostraram maior expressao do rLTX do que
do r2FNT e os animais infectados pelo plasmédio mostraram maior expressao
dos dois receptores (r2FNT e rLTX), e apdés o tratamento com a Ptx dos
animais infectados, houve menor expressdo do rLTX, mas permaneceu
elevada a expressédo do r2FNT (Figura 35 I,J,K,L).

Analisamos também se havia diferenca na expressao dos receptores
para o FNT/LTX entre os modelos experimentais da malaria, suscetiveis ou
resistente a forma cerebral da doenca, nos quatro grupos de estudo nas outras
células cerebrais. As figuras 36, 37 e 38 mostram a expresséao dos receptores
nos trés modelos estudados.

Na figura 36 ABC, verificamos que a expresséo do receptor 1 para o
FNT nas outras células cerebrais foi discreta em todos os modelos e em todos
0s grupos estudados, assim como na microglia.

Observamos nas outras células do tecido cerebral que no grupo
controle normal, o rLTX foi 0 de maior expressao e o rlFNT foi o de menor
expressao no modelo CBA (Figura 37A), engquanto que no modelo C57BL/6,
nas outras células do tecido cerebral, observamos que a expresséo do rLTX
foi maior no modelo C57BL/6 do que em relacdo ao modelo CBA, e ndo houve
diferenca entre o BALB/c e C57BL/6 (Figura 37I).
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Apos a infeccao pelo plasmaodio (Pb) observamos nas outras células do
tecido cerebral, que houve menor expressdo do rLTX apenas no modelo
BALB/c (Figura 36G).

Quando comparamos a expressao dos trés receptores no mesmo
modelo, observamos que nas outras células do tecido cerebral o r1FNT teve
menor expressdo em todos os grupos dos trés modelos (Figura 38). Na
situacédo basal, no grupo controle normal, obsevamos que no modelo BALB/c,
o rLTX mostrou maior expressao que r1FNT (Figura 38-A); Para os modelos
CBA e C57BL/6, o receptor de maior expressao foi o r2FNT (Figura 38-E,|I).

Exceto para o grupo controle nomal do modelo BALB/c, o r2FNT foi o
de maior expressao em todos os grupos e modelos.

Ap6s o tratamento dos animais infectados com a PTX (Pb+Ptx),
somente 0 modelo BALB/c mostrou menor expressao do rLTX do que o r2FNT
(Figura 38-D). A Figura 33 exemplifica uma leitura dos receptores para o FNT
na microglia.

Em concluséo, o receptor de menor expressao foi o rlFNT, tanto na
microglia, como nas outras céluas cerebrais e o de maior expressdo na
micréglia foi o rLTX, no entanto nas outras células cerebrais o receptor de
maior expressdo foi o r2FNT. Na micréglia no grupo controle, para os
camundongos BALB/c, houve maior expressdo do rLTX, enquanto para o
CBA, tanto o r2FNT quanto o rLTX foram mais expressos e no modelo
C57BL6, houve predominancia do rLTX. Nas outras céluas cerebrais no
grupo controle no BALB/c, que é resistente a forma cerebral da maléria, o
rLTX mostrou maior expressédo e nos modelos susceptiveis CBA e C57BL/6,
o r2FNT apresentou maior expressdo. Na microglia nos animais infectados
predominou a expressdo do rLTX, mas no modelo C57BL6 houve
predominéancia tanto do r2FNT, quanto do rLTX; enquanto que para 0 grupo
Pb+Ptx, houve predominio do rLTX, mas no modelo CBA, houve quase
abolicdo do r2FNT, enquanto no modelo C57BL6 houve predominancia tanto
do r2FNT, quanto do rLTX. Nas outras células cerebrais nos animais
infectados, o r2FNT mostrou maior expressao em todos os modelos. No grupo

dos animais infectados pelo plasmoédio e tratados com a Ptx apenas no
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modelo CBA o rLTX mostrou maior expressao, enquanto nos modelos BALB/c
e C57BL/6 houve menor expressdo do rLTX, que também mostrarm a maior
expressdo do r2FNT. No grupo Ptx, o r2FNT também mostrou maior
expressdo em todos os modelos. Na microglia no grupo controle dos
camundongos C57BL/6 houve predominio do rLTX, mas no grupo Pb, 0 r2FNT
e o rLTX estavam expressos e ap0s o tratamento dos animais infectados com

a Ptx, manteve-se o predominio da expressao dos r2FNT e do rLTX.
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Figura 32- Avaliacéo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na expresséo dos receptores
para o FNT na micréglia de animais infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). rlFNT: A- BALB/c, p =
0,7212%; B- CBA, p = 0,08211; C- C57BL/6, p = 0,0146. r2FNT: D- BALB/c, p = 0,8450%; E-
CBA, p = 0,6458%; F- C57BL/6, p = 0,31441, rLTX: G- BALB/c, p = 0,0371%; H- CBA, p =
0,88002. | - C57BL/6, p = 0,2115. As diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
estdo mostradas pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e

extremos. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo
método de Tukey.
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Figura 33- Histograma- Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na intensidade
de fluorescéncia média nos receptores para o FNT, na micrdglia de animais infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n =5 por grupo (repetido 2
vezes). A: BALBI/c, rLTX, grupos (controle, Ptx, Pb, Pb + Ptx); B: CBA grupo controle(1rFNT,
2rFENT, rLTX).
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Figura 34 - Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na expressdo dos
receptores para o FNT (r1FNT, r2FNT, rLTX) por grupo, nos trés modelos estudados, na
micréglia de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por
citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). rAFNT: A- Controle, p = 0,5228%; B-
Ptx, p = 0,1223%; C- Pb, p = 0,9148%; D- Pb + Ptx , p = 0,0267. r2FNT: E- Controle, p =
0,2691%; F- Ptx, p = 0,9739%; G-Pb, p = 0,89062; H- Pb+Ptx, p = 0,8830. rLTX: I- Controle, p
= 0,5655%; J- Ptx, p = 0,3590%; K- Pb, p = 0,8781%; L- Pb+Ptx , p = 0,40251. As diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos estdo mostradas pelas barras. Os dados estdo
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Figura 35 - Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na expressédo dos
receptores para o FNT(rl FNT, r2FNT, rLTX) por modelo, nos 3 modelos estudados, na
microglia de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por
citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). BALB/c: A- Controle, p = 0,1335%; B-
Ptx, p = 0,0237%; C- Pb, p = 0,1132%; D- Pb+ Ptx, p=0,0331. CBA: E- Controle, p<0.0001?; F-
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significantes entre os grupos estdo mostradas pelas barras. Os dados esté@o representados
em medianas, quartis e extremos. Kruskal-Wallis, 2ANOVA.
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Figura 36 — Avaliacéo do efeito do tratamento com a pentoxifilina ha expressao dos receptores
para o FNT nas outras células cerebrais de animais infectados ou ndo com Plasmodium
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Figura 37 - Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na expressado dos
receptores para o FNT (rlFNT, r2FNT, rLTX) por grupo, nos trés modelos estudados, nas
outras células cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). rAFNT: A- Controle, p=
0,0835%; B- Ptx, p= 0,54491; C- Pb, p= 0,8584%; D- Pb + Ptx, p = 0,9890. r2FNT: E- Controle,
p= 0,0419?%; F- Ptx, p= 0,42212; G-Pb, p = 0,20442; H- Pb+Ptx, p= 0,50972. rLTX: I- Controle,
p= 0,0493%; J- Ptx, p = 0,46742; K- Pb, p = 0,0029?; L- Pb+Ptx , p = 0,29072. As diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos estdo mostradas pelas barras. Os dados estédo
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

101



Pix
40004 A Controle 40001 B [ r— 40004 C 40009p

—_—
—_— F berghei »—_{LL—1
p=0,0150 p=0,0086

3000 —_— 3000 P=0,0034 3000 2000- p=0,0028

2000- 2000- 2000 2000-
_ Bt | I
1000 ﬁ 1000 1000 Q % 1000 L él
rFNT 12FNT wrx FNT T2FNT LT TFNT Y2FNT LT MFNT T2ZFNT LTX
BALB/c BALB/c BALBIc BALB/c

P berghei + Ptx

médi

g 9001E  pog007a 40007 F —— 200006 ———— 40007H
2

=
p=0,0177 A

E &
p=0,0183
3000: 3000 30001  pe0,0200 3000-

—_———i
2000. 20004 2000 2000-

M 1 Q
1000 1000; 1000 000

FFNT F2FNT X FIFNT F2FNT L™ riFNT r2FNT LT MFNT r2FNT iwTx
cBA CBA CBA

CBA
[ —
40004 | -1 40004 40004 K 40004 L

p=0,0179 p=0,0089 P=0,0052
P=0,0080
2000 30004 3000 3000
L —— e |

madia

—

2000- 20004 2000 2000-

1000- p—— —— 10004 Q 1000 El 1000: L g

FIFNT F2FNT rLTX FFNT r2FNT rLTXx FIFNT r2FNT LT FFNT r2FNT wix
CE7BLIE C57BLIG CSTBLIG C57BLI6

Figura 38 - Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na expressdo dos
receptores para o FNT(rl FNT, r2FNT, rLTX) por modelo, nos 3 modelos estudados, nas
células cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). BALB/c: A- Controle, p =
0,0150; B- Ptx, p = 0,0034; C- Pb, p = 0,0066; D- Pb+ Ptx, p=0,0029. CBA: E- Controle, p=
0,0073; F- Ptx, p= 0,0177; G- Pb, p = 0,0209; H- Pb+ Ptx, p = 0,0193. C57BL/6: I- Controle, p
= 0,0080; J- Ptx, p = 0,0179; K- Pb, p = 0,0089; L- Pb+ Ptx, p = 0,0052. As diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos estdo mostradas pelas barras. Os dados estdo
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn.

5.8. MOLECULAS DA VIA DO NF-«xB
Avaliacao da expressao das moléculas da via do NF-kB, em microglias e

células cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados
ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

Apés estimulo dos receptores de ativacdo da via do NF-xB
particularmente pelos receptores para o FNT, o estimulo é transferido para as
moléculas adaptadoras TRAF ou FADD, para determinar a escolha de qual
via serd ativada. Para verificar se ha diferenca entre os 3 modelos estudados
na expressao dessas moléculas adaptadoras, foram analisados por citometria
de fluxo a expresséo do FADD e do TRAF na microglia e nas outras células
do SNC, nos quatro grupos de estudo.
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5.8.1. FADD
Avaliacdo da expressdo da molécula FADD, em microglias e células

cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA

O FADD ¢é a molécula adaptadora que contém o dominio de morte.

A figura 39 esta mostrando a comparacao da expressao do FADD entre
0S 4 grupos estudados, nos trés modelos (BALB/c, CBA,C57BL/6). E na figura
40 estdo sendo comparados a respostas dos trés modelos estudados,
segundo os grupos de estudo (controle normal, Ptx, Pb e Pb+Ptx).

Observamos que a intensidade de fluorescéncia do FADD na microglia
(Figura 39-A,B,C,D) foi mais elevada do que nas outras células do tecido
cerebral (39-E,F,G,H), em todos os grupos estudados.

Verificamos também que na micréglia e nas outras células do SNC, no
estado basal (grupo controle), houve maior expressao da molécula FADD nos
camundongos BALB/c e menor expressao nos animais C57BL/6, Figura 39-
A, E.

Apoés a infeccdo pelo plasmaodio (grupo Pb) ndo houve diferenca em
todos os modelos em relagdo ao grupo controle na intensidade de
fluorescéncia (Figura 40 -A,B,C), porém, nas outras células do tecido cerebral,
observamos uma menor expresséo do FADD nos camundongos CBA quando
infectado pelo parasito (Figura 39- E). Observamos também que a intensidade
de fluorescéncia do FADD no grupo C57BL6 foi maior do que a do grupo CBA
quando avalimos o grupo Pb nas outras células do tecido cerebral (Figura 40-
G).

O tratamento dos animais infectados com a Ptx (Pb+Ptx) ocasionou na
micréglia dos animais CBA uma expressao do FADD muito maior do que a do
grupo néo tratado (Pb) (Pb versus Pb+Ptx) (Figura 39 -B). E no modelo
C57BL/6, nas outras células cerebrais, o grupo Pb+Ptx mostrou maior

expressdo da molécula que o grupo controle (Figura 40 -F).
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Figura 39- Avaliagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula FADD na microglia e em células cerebrais de animais
infectados e ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por
grupo (repetido 2 vezes). Microglia: BALB/c, p=0,65701; CBA, p=0,04922; C57BL/6, p=
0,4719%. Células do SNC: BALB/c, p= 0,0961%; CBA, p= 0,0092!; C57BL/6, p=0,0463*. As
diferencas entre 0s grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em
medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn;
2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Figura 40 - Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula FADD nos trés modelos estudados, na microglia e em
células cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: Controle: p =
0,0259%; Ptx: p = 0,54512; Pbh: p = 0,8212%; Pb + Ptx: p = 0,4651%. Células do SNC: Controle,
p= 0,0700%; Ptx: p = 0,09452; Pbh: p = 0,0033%; Pb + Ptx: p = 0,10402. As diferencas entre os
grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e
extremos. Testes: Kruskal-Walllis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo
método de Tukey.
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5.8.2. TRAF

Avaliacdo da expressdo da molécula TRAF, em microglias e células
cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA

O TRAF é outra molécula adaptadora que passa o estimulo para o
interior da célula para ativacdo da via do NF«kB.

A figura 41 esta mostrando a comparacgéo da expressao do TRAF entre
0S 4 grupos estudados, nos trés modelos (BALB/c, CBA,C57BL/6). E na figura
42 estdo sendo comparados a respostas dos trés modelos estudados,
segundo os grupos de estudo (controle normal, Ptx, Pb e Pb+Ptx).

Observamos que a intensidade de fluorescéncia do TRAF na microglia
(Figura 41-A,B,C,D), como observamos para o FADD, também foi mais
elevada do que nas outras células do tecido cerebral (41 -E,F,G,H), em todos
0s grupos estudados.

Na outras células do tecido cerebral, observamos que no grupo
controle normal houve menor expressado do TRAF pelos camundongos CBA
(Figura 42 E).

N&do houve diferenca estatisticamente significante na expresdo do
TRAF entre o grupo Pb e o grupo controle normal para nenhum dos modelos
estudados, nem na microglia, nem nas outras células do tecido cerebral
guando comparamos a resposta a infeccdo em cada modelo de estudo (Figura
41). Entretanto, observamos que nas outras células do tecido cerebral, no
grupo infectado pelo Pb, houve maior expressdo do TRAF pelos
camundongos C57BL6 e menor pelos camundongos BALB/c (Figura 42 G).

No grupo infectado e tratado com a Ptx (Pb+Ptx), a micréglia dos
camundongos C57BL/6 mostraram maior expressdo do TRAF do que o grupo
infectado e nao tratado (Pb) (Figura 41 C). Nas outras células do tecido
cerebral, esse aumento da expressdo do TRAF no grupo Pb+Ptx foi
evidenciada no modelo CBA (Figura 41 E). Pela comparacao entre os
modelos, na micréglia, verificamos que o modelo C57BL6 mostrou a maior

expressdo do TRAF e o BALB/c a menor (figura 42-C).
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Figura 41 - Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula TRAF na micréglia e em células cerebrais de animais
infectados e ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n =5 por
grupo (repetido 2 vezes). Microglia: BALB/c, p= 0,48782; CBA, p= 0,2826%; C57BL/6, p=
0,0315%. Células do SNC: BALB/c, p= 0,2179%; CBA, p= 0,0156%;C57BL/6, p= 0,19472. As
diferencas entre os grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em
medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn;
2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Figura 42- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula TRAF nos trés modelos estudados, na micréglia e em
células cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n= 5 por grupo (repetido 2 vezes) Micréglia: Controle: p =
0,10462; Ptx: p = 0,2115%; Pbh: p = 0,4651%; Pb + Ptx: p = 0,04392. Células do SNC: Controle,
p= 0,0083%; Ptx: p = 0,3077%; Pb: p = 0,0551%; Pb + Ptx: p = 0,07312. As diferencas entre os
grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estéo representados em medianas, quartis e
extremos. Testes: Kruskal-Walllis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo
método de Tukey.

Quando analisamos comparativamente a expressdo do FADD e do

TRAF nos 4 grupos dos 3 modelos, na micréglia, ficou mais evidente que
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houve mais expressdo do TRAF do que do FADD no grupo infectado pelo
plasmadio (Pb) do modelo CBA (Figura 43 G). Nas outras células do tecido
cerebral, verificamos que na situacdo basal (grupo controle normal), os
camundongos CBA mostraram maior expressdo do FADD do que do TRAF
(Figura 44 E).
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Figura 43- Comparagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula FADD e TRAF nos trés modelos estudados, na microglia
de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria
de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). BALB/c: Controle: p = 0,3964%; Ptx: p = 0,8427%;
Pb: p = 0,52962; Pb + Ptx: p = 0,28572. CBA: Controle: p = 0,3794%; Ptx: p = 0,0633%; Pb: p =
0,0177%; Pb + Ptx: p = 0,2473%. C57BL/6: Controle: p = 0,50382; Ptx: p = 0,4728*; Pb: p =
0,3706%, Pb + Ptx: p = 0,0595'. Os dados estdo representados em medianas, quartis e
extremos. Testes: Kruskal-Walllis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo
método de Tukey.
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Figura 44- Comparagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média das moléculas FADD e TRAF nos trés modelos estudados, nas outras
células cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). BALB/c: Controle: p =
0,6295%; Ptx: p = 0,69052; Pb: p = 0,52962; Pb + Ptx: p = 0,92921. CBA: Controle: p = 0,3794%;
Ptx: p = 0,0633%; Pb: p = 0,0177%; Pb + Ptx: p = 0,2473. C57BL/6: Controle: p = 0,0079?; Ptx:
p = 0,8746%; Pb: p = 0,4407% Pb + Ptx: p = 0,1144!. Os dados estdo representados em
medianas, quartis e extremos. 1Teste t ,2teste de Mann Whitney.

Em concluséo, para o FADD, a expressao foi mais elevada na micréglia
do que nas outras células do tecido cerebral. Na situacdo basal (grupo
controle normal), a expressdo do FADD foi mais elevada no BALB/C do que
C57BLS6. Apos infeccdo pelo plasmédio, nas outras células do SNC, no
modelo CBA, houve menor expressdao do FADD no grupo Pb do que no
controle normal. E nas outras células do tecido cerebral no modelo C57BL/6,
a expressao do FADD foi maior do que no CBA. No grupo Pb+Ptx, na
microglia, no modelo CBA, Pb+Ptx > Pb. E nas outras células do tecido
cerebral, Pb+Ptx > C.

Para o TRAF, a expresséo foi mais elevada na microglia do que nas
outras células do tecido cerebral. Nos animais controle normal, nas outras
células do tecido cerebral, 0 modelo C57BL6 teve maior expressédo do TRAF
do que os outros dois modelos. Apos a infec¢do pelo plasmaodio, nas outras
células do SNC, o modelo C57BL/6 teve maior expressado do TRAF do que o

CBA, e do que o BALB/c. No grupo Pb+Ptx, na microglia, no modelo
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C57BL/6, houve maior expressao do TRAFF no grupo infectado e tratado, do
que no infectado e nédo tratado. E nas outras células do SNC, Pb+Ptx > C. E
na microglia do grupo Pb+Ptx, observamos que C57BL6 > BALBI/c.

Na comparacéao entre FADD e TRAF, na micrdglia do modelo CBA, no
grupo Pb, observamos TRAF > FADD. E na microgrlia do modelo C57BL/6,
no grupo Pb+Ptx, observamos TRAF > FADD. Nas outras células do tecido
cerebral, no modelo CBA, houve predominancia absoluta da expressao do
FADD.

No modelo BALB/c que nédo apresenta a forma cerebral da malaria
houve uma distribuicdo mais equitativa entre as duas moléculas adaptadoras
na micréglia e nas outras células cerebrais, tanto no grupo controle quando
no grupo dos animais infectados e o tratamento com a Ptx ndo alterou a
expressdo das moléculas. Entre os dois modelos que desenvolvem a forma
cerebral da malaria, no grupo controle houve uma leve tendéncia para uma
maior expressdo do TRAF na micréglia, e nas outras células cerebrais o CBA
teve uma maior expressao da molécula FADD e no C57BL/6 a molécula TRAF

foi mais expressa.

5.8.3. NIK
Avaliacdo da expressdo da molécula NIK, em micréglias e células

cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou nao
com Plasmodium berghei ANKA

Observamos que a expressdo do NIK é muito maior pelas outras
células do tecido cerebral do que pela micréglia. Na microglia, os modelos
BALB/c e CBA tiveram pouca expressédo da molécula NIK em todos 0s grupos
e ndo houve variacédo significativa entre os grupos (Figura 45 A,B); O modelo
C57BL/6 mostrou maior expressao do NIK apenas no grupo dos animais
infectados e tratados com a Ptx em relagdo ao grupo Pb (Figura 45C). Para
as outras ceélulas do SNC, embora tenha tido maior expressédo da molécula

NIK, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura 45 D,E,F).
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Figura 45- Avaliagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula NIK na micréglia e em células cerebrais de animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n =5 por
grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: BALB/c, p= 0,7561%; CBA, p= 0,2673%; C57BL/6, p=
0,04941 Células do SNC: BALB/c, p= 0,2879%; CBA, p= 0,68122; C57BL/6, p= 0,2633". As
diferencas entre 0s grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em
medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn;
2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

Quando comparamos a expressao do NIK por grupo de estudo, nos 3
modelos, observamos que o C57BL/6 apresentou maior expressdo da
molécula nos animais do grupo infectado e tratado com a Ptx, tanto na
microglia como nas outras células do SNC (Figura 46D, H).

Em conclusdo, a expressao do NIK na microglia foi baixa nos trés
modelos, e apenas no modelo C57BL/6, houve aumento da sua expressao
no grupo Pb+Ptx em relagdo ao grupo Pb. As outras células cerebrais
mostraram maior expressdo da molécula NIK que na micréglia, mas nao
houve variagdo na expressao da molécula entre os grupos nos trés modelos.
Apenas o0 modelo C57BL/6 mostrou maior expressao estatisticamente
significante do NIK em relagdo ao outros modelos estudados, tanto na

microglia quanto nas outras células cerebrais.
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Figura 46 - Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula NIK nos trés modelos estudados, na microglia e em células
cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por
citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: Controle: p = 0,34481; Ptx:
p = 0,64052; Pb: p = 0,6402%; Pb + Ptx: p = 0,02321. Células do SNC: Controle, p = 0,17592;
Ptx: p = 0,1738%; Pb: p = 0,8781%; Pb + Ptx: p = 0,05042. As diferengas entre 0s grupos esta
mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos.
Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de
Tukey.

5.8.4. INK
Avaliacdo da expressdo da molécula IJNK, em microglias e células

cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou néo
com Plasmodium berghei ANKA

Observamos que a expressdao do JNK foi muito mais elevada na
microglia do que nas outras células do tecido cerebral (Figura 47), exceto para
0 modelo C57BL/6, cuja expressao na microglia foi minima (Figura 47 C).

Apenas nas outras células do tecido cerebral verificamos que para os
camundongos do modelo CBA houve menor expressdo do JNK apés a
infeccéo pelo plasmadio (Pb) (Figura 47E). Pela comparagéo entre 0s grupos
dos trés modelos, os camundongos C57BL/6 mostraram menor expressao do
JNK do que os outros modelos, em todos o0s grupos de estudo da micréglia
(Figura 48 A,B,D).

Em conclusao, observamos maior expressao do JNK na microglia do
que nas outras células do tecido cerebral. Porém, na microglia dos
camundongos C57BL/6, a express¢ado do JNK foi minima. Apenas nas outras

células do tecido cerebral dos camundongos CBA, a infecc¢ao pela plasmaédio
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ocasionou menor expressao do JNK. A expressédo do JNK foi muito maior na

micréglia dos camundongos BALB/c e CBA, do que no modelo C57CL/6.
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Figura 47- Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula JNK na microglia e em células cerebrais de animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por
grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: BALB/c, p = 0,3850%; CBA, p = 0,38472; C57BL/6, p =
0,9825! .Células do SNC: BALBI/c, p = 0,2328?; CBA, p = 0,0438%; C57BL/6, p = 0,6050%. As
diferencas entre os grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em

medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn;
2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Figura 48- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula JNK nos trés modelos estudados, na micréglia e em células
cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por
citometria de fluxo. n =5 por grupo (repetido 2 vezes). Microglia: Controle: p = 0,0202; Ptx; p
= 0,0379; Pb: p = 0,1949; Pb+Ptx, p = 0,0484. Células do SNC: Controle, p = 0,2503; Ptx: p
= 0,4724; Pb: p = 0,3645; Pb+Ptx: p = 0,3679. As diferencas entre 0os grupos esta mostrada

pelas barras. Os dados estéo representados em medianas, quartis e extremos. Teste Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn.
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Observamos que nas micréglias dos camundongos BALB/c e CBA
predominou a expressao das moléculas JNK (Figura 49 A,B,C,D, E,F,G,H),
enquanto na microglia dos camundongos C57BL/6 houve predominéncia da
expressdo do NIK (Figura 49 1,J,K,L). Nas outras células cerebrais nos trés
modelos em todos 0s grupos a maior expressao foi da molécula NIK (Figura
50).

Em concluséo, os modelos BALB/c e CBA utilizam a via do JNK,
demonstrado pela maior expressdo da molécula JNK em todos os grupos na
e microglia e nas outras células cerebrais a maior expressao foi da molécula
NIK. Enquanto que o modelo C57BL/6 utiliza a via do NIK, demonstrada pela
maior expressdo dessa molécula em todos os grupos, tanto na micréglia

quanto nas outras células cerebrais.
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Figura 49- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade da
Fluorescéncia Média das moléculas NIK e do JNK nos trés modelos estudados, na micréglia
de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria
de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). BALB/c: Controle: p = 0,0079; Ptx: p = 0,9166;
Pb: p = 0,5179; Pb + Ptx: p = 0,0079. CBA: Controle: p = 0,0159; Ptx: p = 0,2492; Ph: p =
0,5179; Pb+Ptx: p = 0,1706. C57BL/6: Controle: p = 0,0265; Ptx: p = 0,0151; Pb: p = 0,0449;
Pb+Ptx: p = 0,0179. Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos. Teste
de Mann Whitney.
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Figura 50- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média das moléculas NIK e do JNK nos trés modelos estudados, nas outras
células do tecido cerebral de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n =5 por grupo (repetido 2 vezes). BALB/c: Controle:
p = 0,0079; Ptx: p =0,0079; Pb: p = 0,5179; Pb + Ptx: p = 0,0079. CBA: Controle: p =0,0079;
Ptx: p =0,0079; Pb: p =0,0079; Pb+Ptx: p =0,0079. C57BL/6: Controle: p =0,0079; Ptx: p
=0,0079; Pb: p =0,0079; Pb+Ptx: p =0,0079. Os dados estdo representados em medianas,
quartis e extremos. Teste de Mann Whitney.

5.8.5. IxkB

Avaliacdo da expressdo da molécula kB, em micrdglias e células
cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6, infectados ou nao
com Plasmodium berghei ANKA

A molécula IxB é central na via do NFxB, pois é a sua fosforialacdo que
vai liberar as moléculas da via do NFxB para a transferéncia para o nucleo e
ativacado ou repressao de genes alvos.

Houve maior expresséo da molécula kB pela microglia do que pelas
outras células do tecido cerebral (Figura 51).

Na micréglia, na situagdo basal (controle) (Figura 52A) e apés a
infeccdo pelo plasmodio (Figura 52C), os camundongos C57BL/6 tiveram
menor expressao do kB do que os camundongos BALB/c e CBA.

Nas outras células do tecido cerebral, no grupo infectado e tratado
(Pb+Ptx), os camundongos C57BL/6 apresentaram a maior expressao do kB

do que os outros dois modelos (Figura 52H).
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Em concluséo, o kB teve maior expressdo na microglia do que nas

outras células do tecido cerebral. Na microglia, o modelo C57BL/6 teve a

menor expressao da molécula tanto na situacdo basal quanto apdés a infeccao

pelo plasmaodio. E nas outras células do tecido cerebral, o grupo infectado e

tratado com a Ptx do modelo C57BL/6 mostrou maior expressédo da molécula

do que os outros dois modelos.
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Figura 51- Avaliagdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula I1kB na micréglia e em células cerebrais de animais
infectados e ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por
grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: BALB/c, p = 0,0278%; CBA, p = 0,48942; C57BL/6, p =
0,16821. Células do SNC: BALB/c, p = 0,0871%; CBA, p = 0,59822%; C57BL/6, p = 0,21812. As
diferencas entre 0s grupos est4 mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em
medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis,
2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

seguido pelo método de Dunn;
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Figura 52- Comparagédo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula IkB nos trés modelos estudados, na micrdglia e em células
cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por
citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). Microglia: Controle: p = 0,07221; Ptx;
p = 0,4783%; Pb: p = 0,0476%; Pb+Ptx, p = 0,29902. Células do SNC: Controle, p = 0,83992;
Ptx: p = 0,3530%; Ph: p = 0,7230%; Pb+Ptx: p = 0,0305. As diferencas entre 0s grupos esta
mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos.
Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de
Tukey.

MOLECULAS FINAIS DA VIA DO NFxB

Ha 5 membros de fatores de transcricdo NFkB, que ligam-se aos
promotores ou amplificadores no ADN, que séo Rel A (p65), RelB, c-Rel, p50
e p52 e podem induzir ou suprimir a transcricdo de genes. Eles formam
dimeros, e mais frequentemente o RelA pareia com o p50 e 0 RelB com o p52.
O p50/RelA estimula preferencialmente a via candnica do NFxB e o p52/RelB
estimula preferencialmente a via ndo canbnica do NFxB. Avaliamos a
expressdo dessas 5 moléculas na microglia e nas outras células do tecido
cerebral nos 4 grupos de estudo dos trés modelos (BALB/c,CBA e C57BL/6).

5.8.6. RelA
Avaliagcdo da expressdo da molécula RelA, em microglias e células

cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou néao
com Plasmodium berghei ANKA

Houve maior expressao do RelA nas microglias do que nas outras
moléculas do tecido cerebral (Figura 53). Todos os modelos expressaram a

molécula Rel A na micrdglia (Figura 53 A,B,C,D). Observamos que apenas 0s
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animais do modelo CBA mostrarm menor expressdo do RelA quando
infectados pelo plasmadio (Pb) em relacdo ao grupo controle normal (Figura
53 B).

Comparando os grupos entre os modelos observamos que nao houve
diferenca estatistica na expressdo da molécula RelA entre os modelos em
todos os grupos, tanto na microglia quanto nas outras células cerebrais,
(Figura 54).

Em conclusédo, apenas o modelo CBA teve menor expressao da
molécula RelA ap6s a infeccdo pelo plasmoédio. Nao houve diferenca

estatistica para os outros grupos avaliados. Todos os modelos expressaram
a molécula RelA.

% 60009 A 60001 B CBA 60001¢ Cb78L.6
2 BALB/c ———
e il
2
2 p=0,0127 T T
€ 4500 4000 4000
<8
& S 4000 T
2
2 T 20001 T 20004 _L_ =1
% 2000
£ I 1 o ey i
Controle Pix Pb Pb + Pitx Controle Pix Pb Pb + Ptx Controle Ptx Pb Pb+ Ptx
Micréglia Microglia Micréglia
% 6000 60009 60007 £
E 5000 5000 5000
S 4000 40001 4000-
<8
[R=}
& 3 100 700+ — 1500
I o —
! = 10001 ==
S 500 g ’_—r_l 3501 =
e soo_ s
2 |— E I I
£ gl== . . i o i I—_l_—I
Controle Ptx Pb Pb + Ptx Controle Ptx Pb Pb + Ptx Controle Pix Pb Pb + Ptx
Células cerebrais Células cerebrais

Células cerebrais

Figura 53- Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula RelA na microglia e em células cerebrais de animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n =5 por
grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: BALB/c, p = 0,4462%; CBA, p = 0,01272; C57BL/6, p =
0,3864!. Células do SNC: BALBI/c, p = 0,08641; CBA, p = 0,0929%; C57BL/6, p = 0,68602. As
diferencas entre os grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estédo representados em
medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn;
2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

117



6000 6000 6000
A Controle B 80001 ¢ P berghei P berghel + Ptx

E 4000 4000 4000- 4000
3 € e
z 2000 J_ e 2000 2000- 2000
BEE e e _— =

BALB/C CBA C57BLI6 BALB/c CBA C578L6 BALBIc CBA G5TBLIG BALB/c CBA C57BLIE
Micréglia Micréglia Mieréglia Micréglia

o

te media)

de flucre:

(Intensick

5 60007 60007 F 60007G: 60007 H
E
£ s000 50001 5000 5000

o
§ 4000 4000 4000 4000

RelA
res

< 1000 12007 800 1500

800 1000
Beols-0inoss
|1 = T —

BALBic CBA C57BLI6 BALBIc CBA C57BLI6 BALBic CBA C57BLI6 BALBIc CBA C57BLI6
Células cerebrais Células cerebrais Células cerebrais Células cerebrais

(Intensidade 1

Figura 54- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula RelA nos trés modelos estudados, na micréglia e em
células cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). Micrdglia: Controle: p =
0,3946%; Ptx; p = 0,26252; Pb: p = 0,5220%; Pb+Ptx, p = 0,68702. Células do SNC: Controle, p
= 0,2633%; Ptx: p = 0,8031?%; Ph: p = 0,1041%; Pb+Ptx: p = 0,2816° Os dados estao
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.

5.8.7. RelB

Avaliacdo da expressdo da molécula RelB, em microglias e células
cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou nao
com Plasmodium berghei ANKA

Pela andlise dos 4 grupos de estudo para cada modelo, observamos
que a expressao do RelB pela micréglia foi insignficante em todos os modelos
(55 A,B,C). Embora as outras células do SNC tenham mostrado expressao da
RelB, né&o houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura 55 D,E,F).

Na comparagdo dos grupos entre os modelos, apenas no grupo Ptx
nas outras células cerebrais o CBA mostrou maior expressao da molécula que
o C57BL/6 (Figura 56 F), nos demais grupos do estudo ndo houve variacéo
na expressdo da molécula, tanto na micrdglia como nas outras células
cerebrais (Figura 56 A,B, C,D ,E,G,H).

Em conclusdo, a expressdao da molécula RelB foi irrelevante na
microglia, entretanto, o Rel B mostrou expresséo nas outras células cerebrais.

A expressao da molécula foi homogénea entre 0os grupos.
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Figurab5- Avaliacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula RelB na micrdglia e em células cerebrais de animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por
grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: BALB/c, p = 0,9810; CBA, p = 0,9968; C57BL/6, p =
0,9983. Células do SNC: BALB/c, p = 0,6821; CBA, p = 0,2055; C57BL/6, p = 0,1408. Os
dados estédo representados em medianas, quartis e extremos. Teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo método de Dunn.
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Figura 56 - Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula RelB nos trés modelos estudados, na micréglia e em
células cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: Controle; p =
1,0000%; Ptx; p = 1,0000%; Pb: p = 0,9798%; Pb+Ptx, p = 0,92041. Células do SNC: Controle, p
= 0,6126%; Ptx: p = 0,0498%; Pb: p = 0,1716%; Pb+Ptx: p = 0,09272. As diferencas entre os
grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estéo representados em medianas, quartis e
extremos. Testes: Kruskal-Walllis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo
método de Tukey.
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5.8.8. c-Rel
Avaliacdo da expressdo da molécula c-Rel, em células cerebrais dos
camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 susceptiveis a maléria cerebral,
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA

N&o houve diferenca estatisticamente significante na expressao do c-
Rel pelas células do SNC nos grupos estudados, nos 3 modelos (Figura 58
A,B,C). Quando comparamos as respostas pelos trés modelos, observamos
qgue no grupo Ptx, o C57BL/6 mostrou maior expressao da molécula que os
outros dois modelos (Figura 58B), nos demais grupos, as diferencas néo

foram estatisticamente significantes (Figura 58 A,C,D).
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Figura 57- Avaliagdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula c-Rel em células do SNC de animais infectados e ndo com
Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2
vezes). BALB/c, p = 0,8206%; CBA, p = 0,1347%, C57BL/6, p = 0,55292. Os dados estédo
representados em medianas, quartis e extremos. Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey.
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Figura 58- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula c-Rel nos trés modelos estudados em células cerebrais de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de
fluxo. n =5 por grupo (repetido 2 vezes). Controle, p = 0,6352; Ptx: p = 0,0322; Pb: p = 0,2354;
Pb+Ptx: p = 0,3763. As diferencas entre os grupos esta mostrada pelas barras. Os dados
estdo representados em medianas, quartis e extremos. Teste ANOVA, seguido pelo método
de Tukey.
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5.8.9. p50

Avaliacdo da expressdo da molécula p50, em micréglias e células
cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou ndo
com Plasmodium berghei ANKA

Houve maior expressdo da molécula p50 na micréglia do que nas
outras células do tecido cerebral (Figura 59).

Na situacdo basal (grupo controle), a expressdao do p50 foi mais
elevada pelos camundongos C57BL/6 do que pelo CBA, que foi maior do que
0o BALB/c (C57BL/6 > CBA > BALB/c) (Figura 60A). Entretanto, apdés a
infeccdo pelo plasmaodio (grupo Pb), ndo houve diferenca na expressao do
p50 entre os trés modelos (Figura 60C). E no grupo infectado e tratado
(Pb+Ptx), os camundongos C57BL/6 mostraram menor expressao do p50 do
que o grupo CBA (Figura 60D), sendo o oposto do que o observado na
situacdo basal (controle normal), na qual esses animais mostrarm a maior
expressado do p50 (Figura 60A).

Pela analise das respostas a infeccdo e ao tratamento em um mesmo
modelos, observamos na microglia, que os camundongos C57BL/6
apresentaram uma menor producdo do p50 no grupo infectado em relagéo ao
controle normal (Figura 59 C), e ap0s o tratamento dos animais infectados
(Pb+Ptx), o p50 diminuiu ainda mais (Figura 59C).

Em conclusao, os camundongos C57BL/6 apresentaram na microglia
maior expressdo da molécula p50 na situacdo basal, jA nos modelos BALB/c
e CBA a expresséao da molécula p50 foi homogénea nos grupos. Observamos
que os camungondos C57BL/6 apresentavam na situacdo basal maior
expressdo da molécula p50 que os outros modelos, entretanto no grupo dos
animais infectados tratados com a Ptx, o C57BL/6 apresentou menor
expressdo da molécula p50. Nas outras células cerebrais a expressao da

molécula p50 foi irrelevante e ndo houve diferenga entre os grupos de estudo.
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Figura 59- Avaliagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula p50 em células do SNC de animais infectados ou ndo com
Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2
vezes). Microglia: BALB/c, p = 0,9630?%; CBA, p = 0,6843%; C57BL/6, p = 0,00371.Células do
SNC: BALB/c, p = 0,18562; CBA, p = 0,81462; C57BL/6, p = 0,7082%. As diferencas entre os
grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e
extremos. Testes: 1Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo
método de Tukey.
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Figura 60- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula p50 nos trés modelos estudados, na microglia e em células
cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por
citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes). Micrdglia: Controle: p = 0,0107%; Ptx;
p = 0,7558%; Ph: p = 0,9704%; Pb+Ptx, p = 0,00972. Células do SNC: Controle, p = 0,8165%;
Ptx: p = 0,33442; Ph: p = 0,49022; Pb+Ptx: p = 0,1738%. As diferencas entre 0s grupos esta
mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos.
Testes: 'Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de
Tukey.
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5.8.10. p52
Avaliacdo da expressdo da molécula p52, em micréglias e células

cerebrais dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6 infectados ou n&o
com Plasmodium berghei ANKA

Embora as outras células do tecido cerebral também tenham
expressado o0 p52, as expressao dessa molécula foi muito maior na microglia
(Figura 61). Observamos que na microglia dos camungondos CBA (Figura
61B) e C57BL/6 (Figura 61C) houve menor expressdo do p52 no grupo Pb, e
que permaneceram baixa ap6s o tratamento com a Ptx (Figura 61B,C).

Quando comparamos a expressao da molécula p52 entre os modelos,
verificamos que na microglia, o grupo BALB/c mostrou maior expressao da
p52 do que o grupo C57BL/6 (Figura 62C).

Em conclusdo, observamos na microglia maior expressao do p52 na
situacao basal tanto nos camundongos CBA quanto C57BL/6, que diminuiu
apos a infeccdo e apOs tratamento com a Ptx. Quando comparamos a
expressdo da molécula p52 entre os modelos apenas o grupo dos animais
infectados com o plasmaddio apresentou diferenca entre os modelos, sendo
que o CBA mostrou maior expressao da p52. Nas outras células cerebrais a
expressao da molécula p52 foi homogénea nos grupos.
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Figura 61- Avaliagdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula p52 em células da microglia e do SNC de animais
infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por citometria de fluxo. n =5 por
grupo (repetido 2 vezes). Micréglia: BALB/c, p = 0,4800; CBA, p = 0,0576; C57BL/6, p =
0,0156. Células do SNC: BALB/c, p = 0,3449; CBA, p = 0,4359; C57BL/6, p = 0,1462. As
diferencas entre 0s grupos estd mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em
medianas, quartis e extremos. Teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn.
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Figura 62- Comparagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média da molécula p52 nos trés modelos estudados, na micréglia e em células
cerebrais de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado por
citometria de fluxo. n = 5 por grupo (repetido 2 vezes. Micréglia: Controle: p = 0,33961; Ptx; p
= 0,9115%; Pb: p = 0,01641; Pb+Ptx, p = 0,30492. Células do SNC: Controle, p = 0,23042; Ptx:
p = 0,1604%; Pb: p = 0,9324%; Pb+Ptx: p = 0,41852. As diferencas entre os grupos esta
mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e extremos.
Testes: Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de
Tukey.

5.9. COMPARACAO ENTRE TODAS AS MOLECULAS FINAIS
DA VIA DO NFKB

Pela andlise comparativa da expresséo das moléculas finais da via do
NFxkB, na micrdglia observamos que o Rel A (via candnica) foi a molécula mais
expressa em todos os grupos e o Rel B (via ndo canbnica) teve uma
expressao desprezivel na maioria dos grupos e modelos estudados (Figura
63). Entretanto, houve diferenca na expressdo do RelA entre os modelos.
Na micréglia do grupo Pb, os camundongos BALB/c mostraram a menor
expressdo do RelA e o C57BL/6 a maior (Figura 63C,K). Todos os modelos
expressaram o p50 e 0 p52, mas apos a infeccéo pelo plasmaodio, observamos
gue na micréglia houve menor expressdo do p52 do que do p50 (Figura 63
G,K) nos camundongos CBA e C57BL/6. E para o grupo Pb+Ptx, houve menor
expressdo do p52 do que do p50 no modelo CBA (Figura 63H), o que néo
ocorreu nos outros dois modelos (Figura 63D,L). Na Figura 64 esta uma

imagem representativa do histograma das moléculas finais da via do NFxB.
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Figura 63- Comparagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na Intensidade de
Fluorescéncia Média de RelA, RelB, P50 e p52 nos trés modelos estudados, na micréglia de
camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA. n =5 por grupo (repetido
2 vezes). BALB/c Controle, p=0,003; Ptx, p=0,0050; Pb, p=0,0031; Pb+Ptx, p=0,0445; CBA:
Controle, p=0,0025; Ptx, p=0,0190; Pb, p=0,0100; Pb+Ptx, p=0,0039; C57BL/6: Controle,
p=0,0030; Ptx, p=0,0054; Pb, p=0,0157; Pb+Ptx, p=0,0061;( Kruskal- Wallis, seguido pelo
método de Dunn). BALB/c - Controle (RelB X p50), p=0,0097%; Pb ( RelB X p50), p=0,0097".
CBA — Controle (RelB X p50), p=0,0097%; Pb+Ptx (p52 X p50), p=0,00582; Pb+Ptx (RelB X
p50), p=0,00971. C57BL/6 - Controle (RelA X p52), p=0,0317%; Ptx (RelB X p50), p=0,0097%;
Pb (RelA X RelB), p=0,04491; Pb (RelB X p50), p=0,0097%; Pb+Ptx (RelB X p50), p=0,00971;
(*Mann-Whitney, %teste t). As diferencas entre os grupos estdo mostrada pelas barras. Os
dados estdo representados em medianas, quartis e extremos.
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Figura 64- Histograma- Comparagdo do efeito do tratamento com a pentoxifilina na
Intensidade de Fluorescéncia Média de RelA, RelB, P50 e p52 nos trés modelos estudados,
na micréglia de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, avaliado
por citometria de fluxo. A: BALB/c grupo Pb (p50,p52,Relb, RelA);B: BALB/c grupo Pb + Ptx
(p50,p52,Relb, RelA).
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Figura 65- Comparacdo do efeito do tratamento com a pentoxifiina na Intensidade de
Fluorescéncia Média de RelA, RelB, P50 e p52 nos trés modelos estudados, nas outras
células cerebrais de camundongos infectados ou nao com Plasmodium berghei ANKA. n=5
por grupo (repetido 2 vezes). BALB/c - Controle, p= 0,00392; Ptx, p = 0,0048; Ph, p = 0,0800%;
Pb+Ptx, p = 0,0020%. CBA - Controle, p = 0.0171?; Ptx, p<0.00012; Pb, p = 0,0189; Pb+Ptx, p
= 0.00042. C57BL/6: Controle, p = 0,0158%; Ptx p=0.0013%; Pb, p = 0,0128%; Pb+Ptx, p =
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estdo mostrada pelas barras. Os dados estdo representados em medianas, quartis e
extremos.

Analisando comparativamente a expressao das moléculas finais da via
do NFkB, nas outras células cerebrais, observamos predominancia da
molécula Rel A (via canbnica) em todos os grupos, com valores muito mais
elevados do que das outras moléculas. O Rel B (via ndo canbnica) teve uma
menor expressao entre as moléculas, na maioria dos grupos e modelos
estudados (Figura 65). Entretanto, houve diferenca na expressao do RelA
entre os modelos. No grupo controle, os camundongos BALB/c mostraram a
maior expressao do RelA e o CBA a menor (Figura 65 AE,l). Todos os
modelos expressaram as moléculas p50 e p52, todavia a expressao de p52
foi maior que o p50 no grupo controle dos modelos BALB/c e C57BL/6 e no
grupo Pb+ Ptx nos modelos BALB/c e CBA.
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Em concluséo, nas outras células do tecido cerebral, obsevamos que
molécula relA foi a de maior expressdo em todos os grupos de todos os
modelos.O BALB/c quando infectado pelo plasmodio mostrou uma menor
expressdo do RelA e mostrou uma distribuicdo mais equilibrada das
moléculas p50 e p52 na micréglia. Nas outras células cerebrais, no grupo
controle houve maior expressao do RelA e em todos os grupos o p52 mostrou
maior expressao que o p50. O camundongo CBA apresentou uma diminui¢cao
da expressdo do RelA quando infectado pelo plasmédio e diminuiu a
expressado do p52, o mesmo ocorrendo com o grupo Pb+ Ptx na microglia, nas
outras células cerebrais tanto a infeccdo quanto o tratamento com a Ptx
elevaram a expressédo do RelA, e apos o tratamento com a Ptx, 0 CBA mostrou
maior expressdo de p52 do que do p50. Os camundongos C57BL/6 na
micréglia mantiveram a expressao do RelA que ocorria antes da infeccdo, mas
diminuiu a expressdo do p52 apos a infeccdo pelo plasmodio, o mesmo
ocorrendo para o grupo Pb+Ptx, nas outras células cerebrais houve
predominénia do RelA em todos os grupos e no grupo controle o p52 teve

maior expressdo da molécula p52 do que do p50

Tabela 9 - Dados esquematizados do resultado da curva de sobrevida, peso,
parasitemia, 6xido nitrico, corpusculos lipidicos.

Infeccéo pelo plasmédio Tratamento com a pentoxifilina

Aumentou e perda de peso progressiva nos sobrevida e parasitemia nos animais
animais C57BL/6 e BALBI/c. CBA

e NO nos animais CBA e C57BL/6 anemia nos animais BALB/c no oitavo

dia de infeccdo

e corpusculos lipidicos nos trés
modelos

Diminuiu e NO nos animais C57BL/6

e producdo de corpusculos lipidicos nos

animais CBA.
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Tabela 10 — Dados esquematizados do resultado das citocinas

Citocinas Infecgdo pelo plasmadio Tratamento com a Ptx
Aumentou

Soro

BALB/c e FNT-aelL-6, INF-y E IL-10 o IL-4

CBA e FNT-aelL-6 e FNT-a, IL-6, MCP-1
C57BL6 e FNT-a e IL-6, INF-y e FNT-a

Aumentou Infeccdo pelo plasmddio Tratamento com a Ptx
Homogenato

BALB/c e |L-12p70, IFN-y, IL-4, IL-17A, MCP-1

CBA o IL-4,1L-2,IL-10, MCP-1 o IFN-y

C57BL6 o |L-12p70, IL-17A o |IFN-yelL-10
Diminuiu Infeccéo pelo plasmodio Tratamento com a Ptx
Homogenato

BALB/c e IL-6elL-2 o IL-6

CBA o |L-2

C57BL6 e IL-6elL-2 o IL-6,IL-17A, IL-2
Diminuiu Infeccéo pelo plasmodio Tratamento com a Ptx
Sobrenadante

C57BL6 e FNT-aeallL-6
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Tabela 11 - Dados esquematizados do resultado dos receptores para 0 FNT-a e das
moléculas da via do NF-xB por modelo.

Microglia

C57BL/6 Ptx >  Pb+Ptx
riIFNT
BALB/c Pb >  Ptx
rLTX
C57BL/6 Pb + Ptx > Pb
TRAF
C57BL/6 Pb + Ptx > Pb
NIK
BALB/c Controle >  Pb+Ptx
IxB
CBA Controle > Pb
RelA
C57BL/6 Controle >  Ptx
ps0 Controle > Pb

Controle >  Pb +Ptx
CBA Controle > Pb
p52

Controle >  Pb +Ptx
C57BL/6 Controle > Pb
p52 Controle >  Pb +Ptx

Tabela 12- Dados esquematizados do resultado das moléculas da via do NF-kB por modelo.

Outras células do tecido cerebral

CBA FADD Controle > Pb
C57BL/6 FADD Pb +Ptx > Controle
CBA TRAFF Pb > Controle
CBA NIK Controle > Pb

Ptx > Pb
CBA RelA Ptx > Controle
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Tabela 13- Dados esquematizados do resultado dos receptores e das moléculas da via do
NF-kB - Comparacéo entre os grupos dos trés modelos.

Microglia
rIFNT Pb + Ptx CBA > C57BL6
r2FNT Controle CBA > C57BL6
FADD Controle BALB/c > C57BL6
TRAFF Pb + Ptx C57BL6 > BALB/c
NIK Pb + Ptx C57BL6 > CBA
C57BL6 > BALB/c
JNK Controle BALB/c > C57BL6
CBA > C57BL6
INK Ptx CBA > C57BL6
INK Pb + Ptx BALB/c > C57BL6
kB Controle BALB/c > C57BL6
CBA C57BL6
kB Pb BALB/c > B C57BL6
CBA > C57BL6
p50 Controle C57BL6 > CBA
C57BL6 > BALB/c
p50 Pb + Ptx CBA > C57BL6
p52 Pb BALB/c > C57BL6
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Tabela 14- Dados esquematizados do resultado dos receptores e das moléculas da via do
NF-kB - Comparacéo entre os grupos dos trés modelos.

Células do tecido cerebral

r2ENT  Controle C57BL/6 > BALB/c
rLTX  Controle C57BL/6 > CBA
r2FNT  Pb C57BL/6 > CBA
C57BL/6 > BALBI/c
FADD Controle BALBI/c > CBA
FADD Pb C57BL/6 > CBA
TRAFF Controle BALBI/c > CBA
C57BL/6 > CBA
NIK Pb + Ptx C57BL/6 > BALBI/c
IKB Pb+ Ptx C57BL/6 > BALBI/c
RelB  Ptx CBA > C57BL/6
c-Rel  Ptx C57BL/6 > CBA
C57BL/6 > BALBI/c
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Tabela 15- Dados esquematizados do resultado da comparacao das moléculas por modelo.

Microglia
Grupo Controle Ptx Pb Pb + Ptx
BALB/c rLTX rIFNT | r2FNT > rLTX r2ENT > r1FNT | r2FENT rLTX
JNK NIK r2FNT > rlFNT | RelA > RelB r2ENT rIFNT
RelA RelB RelA > RelB P50 > RelB JNK NIK
P50 RelB RelA RelB
CBA r2FENT rIFNT | r2FNT > r1FNT | r2FNT > r1FNT | rLTX riIFNT
JNK NIK RelA > RelB TRAFF > FADD | RelA RelB
RelA RelB RelA > RelB P50 RelB
P50 RelB P50 > RelB P50 p52
C57BL/6 r2FENT rIFNT | r2FNT > r1FNT | r2FNT > rLTX r2FNT riIFNT
NIK JINK NIK > JINK r2ENT > Tr1lFNT | TRAFF FADD
RelA RelB RelA > RelB NIK >  JNK NIK JNK
P50 RelB p50 > RelB RelA > RelB RelA RelB
p50 > RelB p50 RelB
p50 > pb2
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Tabela 16- Dados esquematizados do resultado da comparacdo das moléculas por

modelo.
Células do tecido cerebral
Controle Ptx Pb Pb + Ptx
BALB/c rLTX > rIFNT  r2FNT > rLTX r2FNT > rlFNT r2FNT > rLTX
NIK > NK r2FNT > rlFNT P52 > RelB r2FNT > r1FNT
RelA > RelB NIK > INK NIK > JNK
RelA > P50 RelA > RelB RelA > RelB
RelA > p52 RelA > p50 RelA > p50
p52 > p50 RelA > p52 RelA > pb52
p52 > p50 p52 > RelB
p52 > p50
CBA r2FNT > rlIFNT  r2FENT > rlFNT r2FNT > rlFNT rLTX > rlFNT
FADD > TRAFF NIK > JNK NIK > JNK NIK > INK
NIK > JINK RelA > RelB RelA > RelB RelA > RelB
RelA > p50 RelA > p50 RelA > p50 RelA > p50
RelA > pb2 RelA > p52 RelA > p52
p52 > p50 p52 > p50
C57B/6  r2FNT > rlFNT r2FNT > r1FNT r2FNT > rLTX r2FNT > r1FNT
NIK > JNK NIK > INK r2FNT > rlFNT NIK > JNK
RelA > RelB RelA > RelB NIK > JNK
RelA > p50 RelA > p50 RelA > RelB
p52 > p50 RelA > p52 RelA > p50
p52 > RelB RelA > pbh2
p52 > p50
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Nossos dados mostraram a complexidade e individualidade das
respostas a infec¢ao pelo plasmédio nos trés modelos estudados. Mostraram
que a pentoxifilina oral aumentou de forma significante a sobrevida dos
camundongos CBA, o oxido nitrico estava aumentado nos modelos CBA e
C57BL/6, susceptiveis a malaria cerebral, no sexto dia de infeccéo, e a
pentoxifilina diminuiu a produgcdo do NO apenas no C57BL/6. O aumento da
biogénese dos corpusculos lipidicos nos animais infectados mostrou que a
condicao inflamatdria, no sexto dia de infec¢do, estava presente tanto nos
modelos suscetiveis quanto resistentes a forma cerebral da malaria. E
somente no CBA o tratamento com a pentoxifilina diminuiu a producao de
corpusculos lipidicos. Na malaria, a hiperativacdo da resposta inflamatoria,
particularmente o FNT, pode levar as formas graves da doenc¢a, com sequelas
neuroldgicas e até a morte do paciente e a pentoxifilina modula a resposta
inflamatoria e a producdo do FNT. Os dados da literatura dos trabalhos
utilzando pentoxifilina na maléria humana, mostraram resultados divergentes
quanto a seus possiveis efeitos benéficos. Entretanto, os desenhos
experimentais eram bem diversos com grupos experimentais muito pequenos
para se tirar conclusées. Nosso estudo analisou a influéncia da pentoxifilina
na malaria em animais com diferentes suscetibilidades a doenca e estudando
os efeitos localmente (no homogenato do tecido cerebral) e sistemicamente
(no soro e no sobrenadante dos macréfagos peritoneais), analisando se havia
diferenca na resposta ao tratamento. A dose utilizada foi escolhida de acordo
com os dados da literatura, levando em consideracdo que a utilizagdo de
doses mais elevadas teve efeitos colaterais toxicos e que com a utilizacéo de
doses mais baixas n&o foi verificado efeito colateral do medicamento.
Optamos por iniciar o tratamento a partir do terceiro dia para ndo impedir a
resposta imune inicial ao plasmaodio. Utilizamos a via oral para o tratamento,
pois ndo estd mais disponivel a pentoxifilina para utilizagdo por via
intramuscular ou intraperitoneal.

Em relacdo a sobrevida, o tratamento retardou em um dia a morte dos
animais do modelo CBA em relagcdo ao grupo nao tratado. Os animais do

grupo nao tratado comecaram a morrer no sexto dia apos a infeccéo,

135



engquanto os animais do grupo tratado, comecaram a morrer no sétimo dia.
Entretanto, embora tenha havido aumento da sobrevida, observamos um
aumento em 31% na mediana da parasitemia no grupo dos camundongos
CBA tratados com a pentoxifilina, mostrando, que o aumento da sobrevida
nesse modelo ndo foi devido a um possivel aumento nos mecanismos
parasiticidas contra o plasmaodio, mas possivelmente pela agdo moduladora
das fun¢Bes do sistema imunitario.

Nossos dados estdo de acordo com as observacées de Paula Juanior
(2003) e Borges (2006), que trataram camundongos CBA infectados com o
Plasmodium berghei Anka com 8mg/kg/dia de pentoxifilina, por via
intramuscular, e também observaram aumento da sobrevida dos animais
tratados com a droga. Entretanto, o tempo de sobrevida dos animais
observados por Paula Janior e Borges foi maior do que o observado por noés,
possivelmente pela maior idade dos animais estudados por eles, que foi de 2-
6 m, enquanto a idade dos nossos animais foi de no maximo 2 meses. Como
também, possivelmente por diferencas nas vias de administracdo e da dose
da droga, que diferentemente da nossa, em que os animais foram tratados
com 100mg/kg/dia de pentoxifilina, por via oral, no trabalho desses autores o
tratamento foi feito na dose de 8 mg/kg/dia de pentoxifilina, por via
intramuscular. Kremsner e cols (1991) utilizaram 1mg por dia da pentoxifilina,
via intraperitoneal e também observaram aumento da sobrevida dos
camundongos CBA infectados com o P. berghei ANKA. Porém, em nosso
estudo, a pentoxifilina na dose utilizada n&o influenciou a sobrevida dos
camundongos BALB/c e C57BL/6. Todavia, aparentemente o tratamento com
a Ptx piorou a evolucdo da doenca no modelo BALB/c, pois, o ultimo animal
BALB/c do grupo Pb+Ptx morreu no vigésimo primeiro dia da infeccao,
enquanto 20% dos animais do grupo Pb permaneceram vivos por mais 3 dias.
Interessante que os animais BALB/c do grupo tratado, que aparentemente
tiveram uma piora com o tratamento com a pentoxifilina, tiveram uma menor
parasitemia com diferenca de 37,8% em relacdo ao grupo néo tratado no
quinto dia de infeccéo, que foi uma resposta oposta a do modelo CBA. Porém

no décimo quinto dia e vigésimo primeiro dia apos a infec¢ao, ndo havia mais
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diferenca entre os grupos tratados ou ndo. Esses dados sugerem que,
embora a parasitemia seja de importancia crucial para a evolugéao da doenca,
outros fatores, além da parasitemia, dependentes da resposta individual a
infeccdo, também determinam a gravidade e tipo de evolucdo das formas
clinicas da infeccdo e o efeito do tratamento com a pentoxifilina seja
dependente do perfil de resposta de cada individuo e talvez esse seja o motivo
da discordancia quanto a utilizacdo da pentoxifilina na maléria. Os nossos
dados esta deixando mais claro que na maléria os efeitos beneficos da
pentoxifilina é dependente do perfil genético de cada individuo.

Ja para o modelo C57BL/6, a resposta ao tratamento foi melhor, pois
80% dos animais do grupo ndo tratado morreram no sétimo dia e 20% no
oitavo dia, enquanto os animais do grupo tratado morreram 50% no sétimo dia
e 50% no oitavo dia. Nao houve diferenca significante na parasitemia dos
animais do modelo C57BL/6. Assim, para ambos 0os modelos que apresentam
a forma cerebral da maléaria, a pentoxifilina teve algum efeito benéfico no
nosso estudo. Diferentemente dos nossos resultados, Borges (2006) verificou
gue a pentoxifilina na dose 8mg/kg/dia IM aumentou a sobrevida e retardou o
inicio da morte dos animais BALB/c, que tinham de 2-6 meses de idade, que
comecaram a morrer por volta do décimo segundo dia ap6s a infecgao.
Yoshimoto e cols, (1998), observaram em camundongos C57BL/6 infectados
com Plasmodium berghei NK65, que a infeccdo aumentou a expressao de
MRNA do FNT-a e a neutralizacdo do FNT-a conduziu a uma sobrevida mais
prolongada e reduziu a lesdo hepética. Borges (2013) sugeriu que 0s
mecanismos patologicos responsaveis pelas alteracdes neurologicas sao
diferentes nos modelos C57BL/6 e CBA infectados pelo Plasmodium berghei
ANKA, o que poderia explicar respostas diferentes ao tratamento nesses dois
modelos.

Nossos dados foram semelhantes aos de Lou e cols (2001), Pierrot e
cols (2003), Borges (2013) e Borges e cols (2017) que mostraram que 0S
camundongos BALB/c apresentaram sobrevida maior que o0s animais

suscetiveis a malaria cerebral (CBA e C57BL/6).
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Em nosso estudo ndo observamos diferenca na sobrevida dos
camundongos BALB/c e C57BL/6, porém o perfil de citocinas apresentado
pelos dois modelos foi diferente. Interessantemente, nos animais CBA, cujo
tratamento com a Ptx aumentou a sobrevida, também houve maior producao

do FNT-a, IL-6 e IFN-vY no soro, que sdo as citocinas relacionadas com a

gravidade da infeccdo. No sobrenadante das culturas dos macréfagos
peritoneais houve maior producéo de FNT-a e IL-6, entretanto, o nivel do FNT-
o estava um pouco mais baixo do que o dos outros modelos no CBA.
Entretanto, no homogenato do tecido cerebral ndo houve modificacdo na
produgéo dessas citocinas, quando analisamos no sexto dia da infecgéo, o
que pode ter contribuido para a melhor resposta ao tratamento no modelo
CBA. E possivel que a resposta sistémica com maior producdo das citocinas
inflamatdrias tenha contribuido também para a defesa antiparasitaria.

N&o houve diferenca na mediana do peso desses animais no dia da
infecgdo. Entretanto, a infeccdo pelo Plasmodim berghei ANKA promoveu
perda de peso progressiva nos animais dos modelos BALB/c e C57BL/6, e 0
tratamento com a pentoxifilina ndo modificou essa perda de peso. Entretanto,
no modelo CBA néao foi observado perda de peso dos animais dos dois grupos
infectados tratados ou ndo com a pentoxifilina.

Diferente dos nossos resultados, Borges (2006) observou uma menor
perda de peso nos animais BALB/c tratados com pentoxifilina, porém, no
modelo CBA, ndo houve diferenca na perda de peso entre os animais dos
grupos tratados e nédo tratados. Foi sugerido que a menor perda de peso nos
animais BALB/c tratados, possivelmente deu-se pela diferente producéo de
citocinas entre os dois modelos, tais como o0 FNT-a e a IL-12 (Tracey, 2002;
Borges, 2006). Entretanto, em todos os modelos por nés estudados, as
citocinas inflamatérias FNT-a e IL-6 estavam elevadas. J& foi demonstrado
que o desiquilibrio metabdlico causado pela infecgdo ocasiona uma grande
perda de reservas proteicas e energéticas, levando a perda de peso, e que

na malaria pode estar relacionada a acdo de varios mediadores, entre eles

citocinas como o FNT-a, IL1, IL-6 e IL-12 (Borges, 2006). Yoshimoto e cols
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(1998) observaram que camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium
berghei NK65, tratados com anticorpo anti-IL-12 diminuiram a perda de peso.
O uso de terapias prolongadas com FNT-a favorece a perda de peso, anemia,
anorexia e perdas proteicas e lipidicas em camundongos e foi visto em
pacientes com cancer, que o aumento do FNT-a também esta relacionado
com a perda de peso (Tracey, 2002). Assim € possivel que as altera¢cfes das
citocinas inflamatodrias tenham tido um papel na perda de peso observada nos
camundongos, e que no modelo BALB/c, o maior tempo de sobrevida tenha
contribuido para a maior perda de peso observada. Entretanto, ndo esta
esclarecido por que os camundongos CBA nao perderam peso como 0S
camundongos dos outros dois grupos.

A influéncia do tratamento com a Ptx na anemia foi verificado pela
determinacdo do hematdcrito. No terceiro dia de infeccéo, quando se iniciou
o tratamento, ndo houve diferenca entre as medianas do hematdcrito entre os
grupos tratados ou ndo dos trés modelos estudados. Entretanto, no oitavo dia
de infeccdo, os animais infectados tiveram a mediana do hematdécrito menor
no grupo tratado com a pentoxifilina no modelo BALB/c, mas o tratamento
nao modificou a evolugéo da anemia nos modelos CBA e C57BL/6. Nossos
dados em parte foram semelhantes aos observados por Borges (2006), que
mostrou que a Ptx nao influenciou a evolucdo da anemia no modelo CBA e no
BALB/c. Observamos reducdo no hematécrito do BALB/c no oitavo dia de
infeccdo em conssonancia com Roth e Herman (1979) que observaram
anemia progressiva em torno do sétimo dia de infec¢do. Stevenson e cols
(1982) observaram que camundongos CBA infectados com Plasmodium
chabaudi apresentaram anemia em torno do quarto dia da infeccdo, porém
essa anemia nao foi progressiva.

Varios fatores estdo envolvidos na determinacdo da anemia na malaria,
como observamos em todos os modelos estudados. como a hemodlise
causada pelo processo de maturacdo do esquizonte e liberacdo dos
merozoitas, a exaustdo da medula hematopoiética e das reservas de ferro,

presenca de citocinas inflamatorias, como o FNT-a, que promove o declinio
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da producdo de eritropoetina (Roth e Herman, 1979; Miller e cols, 1989; Chang
e Stevenson, 2004). O FNT-o diminui a producdo de eritropoetina
indiretamente por inibir a producdo de IL-10, além de estimular a
eritrofagocitose pelos macrofagos (Roth e Herman, 1979; Miller e cols, 1989;
Chang e Stevenson, 2004).

Em nosso estudo, todos os modelos aumentaram a producdo das
citocinas inflamatoérias e no BALB/c que aparentemente teve uma piora com o
tratamento com a pentoxifilina, cuja evolugédo da anemia foi mais importante,
ja apresentava a maior concentracao da IL-10 no sobrenadante das culturas
dos macréfagos na situacdo basal, e ocorreu uma diminuicdo da IL-10 apds
infeccdo, e essa concentracao nao foi influenciada pela Ptx (Figura 20D). Um
estudo em &rea holoendémica do Quénia comparou a relagédo entre IL-10 e
FNT em criancas com malaria e mostrou que uma propor¢cdo mais baixa de
IL-10 do que TNF-a estava associada a anemia por malaria, sugerindo que
um desequilibrio na rede reguladora da citocina IL-10 pode contribuir para a
patogénese da anemia da maléaria (Othoro e cols, 1999; May e cols, 2000).
Altos niveis de IL-10 podem sugerir um papel benéfico na reducéo da resposta
inflamatoria induzida pelo plasmaédio, visto que a IL-10 € um inibidor de
macrofagos ativados. Ademais, foi visto que a IL-10 exdgena inibiu a producéo
de citocinas induzida por antigenos da malaria por células mononucleares do
sangue periférico, como FNT-a, IL1B e IL-6. Reforcando essa hipotese, a
adicdo de anticorpos anti-IL-10 aumentou significativamente a producéo
dessas citocinas (HO e cols, 1998; Moore e cols, 2001; Perera e cols, 2013).
E possivel, portanto, que o desequilibrio entre as citocinas inflamatorias e
antiinflamatorias tenham contribuido para a evolucdo da anemia nos
camundongos por nés estudados.

Nossos dados mostraram que a infec¢@o pelo plasmédio aumentou a
expressado dos corpusculos lipidicos em todos os modelos, mas 0 aumento no
modelo CBA foi mais evidente. Entretanto, nos animais CBA, o tratamento
com a pentoxifiina modulou negativamente a producdo de corpusculos

lipidicos nesse modelo, enquanto que no C57BL/6, positivamente.
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Nossos dados foram semelhantes aos observados por Borges e cols
(2017) que mostraram aumento na expressdo de corpusculos lipidicos em
todos os modelos, porém, eles observaram que houve diferencas entre as
enzimas produzidas dentro dos corpos lipidicos, evidenciadas pelos diferentes
niveis de expressao de COX-2 e 5-LOX entre as trés linhagens. Enquanto os
camundongos CBA exibiram maior expressao de COX-2, os camundongos
C57BL/6 exibiram niveis aumentados de COX-2 e 5-LOX nos vasos cerebrais.
Estudo in vitro mostrou que o Plasmodium falciparum pode estimular a
formacdo de corpusculos lipidicos nos eritrécitos parasitados (Palacpac e
cols, 2004; Jackson e cols, 2004), e em estudo anterior, observamos que o
tratamento com os antimaléricos artemeter, lumefantrina e mefloquina
diminuiu a expressao dos corpusculos lipidicos por mondcitos estimulados por
eritrocitos infectados in vitro pelo P. falciparum, quando a ingestédo do parasito
ocorreu pelos receptores para padrdes moleculares de patdogenos. Entretanto,
para a lumefantrina e para a mefloquina, observamos resultado oposto,
quando o estimulo ocorreu pelos receptores para opsoninas, com aumento da
expressado dos corpusculos lipidicos. Essa diferenca nas respostas indica que
a expressao dos corpusculos lipidicos foi dependente da via pelo qual o
monacito foi estimulado pelo eritrocito parasitado (Couto, 2015).

Em nosso estudo, o0 aumento da biogénese dos corpusculos lipidicos
nos animais susceptiveis a malaria cerebral ou n&o, infectados pelo
plasmaodio, sugere que todos apresentam a condicao inflamatéria, no sexto
dia de infeccdo, porém em intensidade diferentes.

A infeccdo pelo plasmdadio aumentou as citocinas inflamatorias FNT-o
e a IL-6 de modo sistémico (no soro) em todos os modelos estudados. Porém,
o tratamento com a pentoxifilina diminuiu a concentragdo da IL-6 de modo
localizado (no homogenato do tecido cerebral) apenas nos modelos BALB/c e
C57BL/6.

Véarios estudos mostraram que o desequilibrio na producédo de
citocinas pro e anti-inflamatorias e de quimiocinas, induzido pelo plasmaédio
contribui para a patogénese da malaria grave (Idro e cols, 2010; Liu e cols,

2012). Neste estudo avaliamos a influéncia da pentoxifilina nas citocinas do
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ramo da imunidade inata (IL-6, IL-12, FNT), da resposta de linfécitos T auxiliar
do tipo 1 ( IL-12, IL-2, IFN-y e o FNT-a), auxiliar do tipo 2 (IL-4 e a IL-10),
auxiliar do tipo 17 (IL-17) e a quimiocina MCP-1. Em nosso trabalho, a
determinacao das citocinas foi feita no soro e no sobrenadante das culturas
dos macrofagos esperando avaliar a acdo sistémica das citocinas, e no
homogenato do tecido cerebral, tentando avaliar sua a¢éo local, no 6rgéo alvo
responsavel pela forma cerebral mais grave da malaria.

Observamos que a infeccéo pelo plasmaédio aumentou a producao das
citocinas inflamatérias FNT-a e IL-6 no soro em todos os modelos estudados,
entretanto, no homogenato do tecido cerebral, a infeccdo ndo modificou a
concentragéo do FNT-a em nenhum modelo, mas diminuiu a concentragéo da
IL-6 apenas nos modelos BALB/c e C57BL/6.

Tem sido descrito que o FNT-o esta envolvido nos mecanismos
imunopatoldgicos da malaria, com expressao exacerbada na forma cerebral,
tanto em camundongos (Lou e cols, 2001; Engwerda e cols, 2005), quanto em
humanos (Clark e Cowden, 2003), sendo considerado como o principal
marcador inflamatério de malaria grave e esta intimamente associado a
paroxismos de febre, anemia, maléaria cerebral e muitos outros sintomas de
infecgao sistémica (Karunaweera e cols. 1992, Armah e cols. 2005). Nossos
dados estdo em conformidade com observacdes prévias, pois mostramos
aumento do FNT-a no soro dos camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, no
sexto dia de infecgdo pelo P.berghei ANKA. Borges (2006) relatou aumento
na producao de FNT-a em camundongos BALB/c, no oitavo dia de infecgao,
e Hanum e cols (2003) mostraram que a producdo de FNT-a foi maior em
camundongos BALB/c resistentes a malaria cerebral pelo P. berghei ANKA,
do que em camundongos C57BL/6 susceptiveis. Nossos dados né&o
mostraram diferenca significante na concentragdo do FNT-a no soro dos trés
modelos, no sexto dia de infecgédo. Entretanto no BALB/c resistente, no sexto
dia de infeccdo, os animais apresentavam baixa parasitemia e nao tinham

alteracdo no hematocrito.
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Também ja foi demostrado que o FNT-a desempenha um papel
importante na patogénese da maléaria cerebral, aumentando a expressao de
moléculas de adesdo nas células endoteliais cerebrais que aumentam a
adesdo dos eritrocitos parasitados e ndo parasitados (Grau e cols,
1994; Prakash e cols, 2006). Tem sido sugerido que a diminuicdo dos niveis
séricos do FNT-a pela pentoxifilina confere protecdo contra a necrose
neuronal e congestao vascular em camundongos CBA (Corazza, 2015). Tem
sido sugerido que a producédo elevada de FNT-a em pacientes com maléria
cerebral estaria relacionada a variacdo genética na predisposicdo do
hospedeiro a produzir essa citocina (Prakash e cols, 2006).

A resposta inflamatoria acentuada, o sequestro de eritrcitos, a
ativacdo endotelial e o aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica sdo processos relacionados que podem ter efeitos
sinérgicos na expressao clinica da maléaria cerebral (van der Heyde e cols,
2006). Em consonancia com esta hipo6tese, certas variantes do antigeno de
superficie do plasmodio, Pf EMP1, que estdo associadas com malaria
cerebral, competem a com proteina C na ligacdo ao receptor da proteina C
endotelial (Turner e cols, 2013; Bernabeu e cols, 2016), e as propriedades
anti-coagulantes, anti-inflamatérias e citoprotetoras que sao induzidas pela
interacdo da proteina C com seu receptor endotelial podem ser inibidas
pela interacdo da Pf EMP1 com esse receptor, exacerbando os mecanismos
da doenca (Bernabeu e Smith, 2017).

No nosso estudo, o tratamento com a Ptx dos animais infectados pelo
plasmodio aumentou ainda mais, no soro dos animais, a concentragcdo do
FNT-a. nos modelos CBA e C57BL/6, mas ndo no homogenato cerebral.
Enquanto que o tratamento com a Ptx aumentou a concentracédo da IL-6 no
soro somente no modelo CBA, porém, diminuiu a concentracdo da IL-6 no
homogenato do tecido cerebral nos modelos BALB/c e C57BL/6.

Ja foi verificado que a pentoxifilina pode diminuir a produgéo pelos
macréfagos das citocinas inflamatérias, FNT-a e IL-6 (Kremsner e cols, 1991;

Neuner e cols, 1994). No nosso estudo, apenas no modelo C57BL/6 a Ptx
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utilizada em animais nao infectados diminuiu a concentragcdo do FNT-a no
sobrenadante das culturas dos macrofagos e diminuiu a concentracao da IL-
6 no sobrenadante das culturas dos macréfagos e no homogenato do tecido
cerebral. Diferente dos nossos resultados, Kremsner e cols (1991)
observaram que o tratamento com 1mg/dia de pentoxiflina inibiu a expresséo
do mRNa do FNT-a nos macrofagos peritoneais de camundongos CBA
infectados com o P. berghei ANKA. Além disso, o tratamento com a
pentoxifilina diminuiu a produgdo do FNT-a no soro de criangas com maléria
cerebral (Di Perri e cols, 1995; Lell e cols, 2010). E possivel que a diferenca
observada entre nossos dados e os de Kremsner e cols tenha sido ocasionada
pela dose maior da Ptx utilizada por eles e pela aplicagcdo da droga pela via
intraperitoneal nos experimentos desses autores. Todavia, ja foi relatado que
a pentoxifilina pode ser toxica em doses elevadas, pois pacientes com malaria
tratados com 20 mg/Kg/dia de pentoxifilina endovenosa associado com
cloroquina tiveram efeitos colaterais causados pela droga, ocasionando a
suspensao do tratamento (Hemmer e cols, 1997). Além disso, Kremsner e cols
(1991) iniciaram o tratamento no primeiro dia da infeccdo, enquanto que em
nosso trabalho, a Ptx foi iniciada mais tardiamente, para evitar a inibicdo
precoce do FNT-a, pois essa citocina participa dos mecanismos de defesa
antiparasitarios (Muniz-Junqueira e cols, 2001).

Uma possivel mecanismo para explicar a melhor evolucao da doenca
no modelo BALB/c frente a infeccdo pelo plasmadio poderia estar relacionado
com o fato de que esses camundongos apresentaram um nivel basal do FNT-
o um pouco mais elevado do que o dos outros modelos que desenvolvem a
forma cerebral, o que poderia estar facilitando a destruicéo dos parasitos mais
precocemente, pelo seu papel antiparasitario.

Tem sido sugerido que entre 0s possiveis mecanismos de
desenvolvimento das formas mais graves da doenca nos modelos CBA e
C57BL/6 e em pacientes com maléria estaria relacionado ao efeito do FNT-a
no endotélio dos vasos, aumentando a expressao de moléculas de aderéncia

no endotélio vascular, estimulando o sequestro de leucocitos e a liberacdo de
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espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que contribuem para o
estabelecimento da forma cerebral da maléria e que poderia depender da
concentragdo da citocina (Lou e cols, 1998; Hanum e cols, 2003; Hunt e Grau,
2003; Golenser, 2006; Borges, 2006). Entretanto, esse fendmeno parece ser
muito mais complexo, e outros fatores devem estar envolvidos, pois 0s
camundongos BALB/c, que ndo apresentam a forma cerebral, também
mostraram aumento do FNT-a ap0s a infeccdo pelo plasmoédio. O mesmo tem
sido observado em pacientes com a malaria pelo P. vivax, que ndo fazem a
forma cerebral da maléria, e que também mostram niveis elevados do FNT-a
(Karunaweerae cols, 1992).

O FNT-a e a IL-1 induzem macréfagos, mondcitos, eosindfilos,
hepatdcitos e célula da glia a secretarem IL-6 (Curfs e cols, 1997). E essa
citocina promove a maturacdo e a ativacdo de neutrofilos, macrofagos e
diferenciacéo e manutencao de linfocitos T citotoxicos e células NK. Ademais,
ativa astrocitos e microglia, e regula a expressdo de neuropeptideos apoés
lesdo neuronal, contribuindo para sua regeneracédo (Raeburn e cols, 2002).
Na malaria a IL-6 tem sido associada a patogénese da forma grave (Prakash
e cols, 2006; de Oliveira e cols, 2011). Entretanto, como ocorreu com o FNT-
a, 0 modelo BALB/c, que é resistente a forma cerebral da malaria, também
apresentou aumento nas concentracbes da IL-6, apds a infeccdo pelo
plasmadio.

Apenas 0 modelo CBA teve a sobrevida significantemente aumentada
pelo tratamento com a Ptx, e nesse modelo, a Ptx aumentou ainda mais o
FNT-a e a IL-6 no soro, entretanto, a concentracdo dessas duas citocinas
apresentaram concentragcdes um pouco menores no homogenato do tecido
cerebral e ndo foram modificadas nem pela infecgéo pelo plasmaodio, nem pelo
tratamento com a Ptx. Isso sugere que essas citocinas poderiam estar
exercendo efeito protetor sistémico, mas localmente, no tecido cerebral, sua
producédo poderia estar sendo regulada.

O aumento das citocinas IL-12 e o INF-y indica uma resposta de

linfécitos T CD4+ auxiliar do tipo 1. Observamos que a infeccdo pelo
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plasmodio aumentou a producédo da IL-12p70 apenas nos camundongos dos
modelos BALB/c e C57BL/6 no homogenato do tecido cerebral. E para o INF-
v, observamos que a infeccéo pelo plasmaodio induziu aumento dessa citocina
no soro dos modelos BALB/c e C57BL/6, e no homogenato do tecido cerebral
apenas pelo modelo BALB/c, sugerindo que esses dois modelos (BALB/c e
C57BL/6) tiveram uma resposta de linfécitos Tal no tecido cerebral em
resposta ao plasmadio. O tratamento dos animais infectados com Ptx ndo
modificou a producédo da IL-12p70, mas aumentou a producéo do IFN-y nos
modelos CBA e C57BL/6.

A IL-12p70 logo no inicio da infec¢cado malérica, estimula a producao de
IFN-y pelos linfécitos T CD4+ auxiliar do tipo 1, pelos Linfocitos TC8+
(linfocitos T citoliticos) e pelos citotoxicas naturais (NK) (Doolan e cols, 1999).
O IFN-y ativa os fagdcitos e induz a producéo de NO, que limita o crescimento
dos plasmaodios no hospedeiro e promove uma imunidade protetora contra a
malaria cerebral (Cabantous e cols, 2005). Nossos dados mostraram que 0s
animais C57BL/6 e CBA tiveram aumento na concentracdo do oxido nitrico
no sexto dia da infeccdo. E o tratamento com a Ptx dos animais infectados
diminuiu os niveis do NO apenas no modelo C57BL/6. O modelo CBA
apresentou maior concentracdo de Oxido nitrico que os outros dois modelos
apos o tratamento com a Ptx dos animais infectados (grupo Pb+Ptx) e dos
animais nao infectados (grupo Ptx). O aumento da concentracéo de NO apés
o tratamento com a Ptx dos animais néo infectados (grupo Ptx) possivelmente
ocorreu por diferencas de base genética nesse modelo. Entretanto, além do
INF-y, a producédo do NO é estimulada também pelo FNT-y (Stevenson e cols,
1995; Muniz-Junqueira e cols, 2005), mostrando a complexidade das
interacbes moleculares e celulares na determinacdo da doenca. Deve
entretanto ser considerado que dependendo da concentracdo, o NO pode
induzir protecdo pela diminuicdo da carga parasitaria, mas em niveis mais
elevados, essa espécie reativa de nitrogénio pode induzir leséo tecidual e

morte celular (Muniz-Junqueira, 2007).
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A IL-4 indica uma resposta de linfocitos T CD4+ auxiliar do tipo 2 e € a
principal citocina produzida pelos linfocitos CD4* T auxiliar do tipo 2, quando
da ativacdo desses linfécitos. A producdo da IL-4 ocorreu em niveis baixos
tanto no soro, quanto no homogenato do tecido cerebral dos trés modelos do
estudo. Apoés a infeccdo pelo plasmédio, observamos que o modelo BALB/c
mostrou um aumento discreto da IL-4 no homogenato do tecido cerebral, mas
os camundongos CBA é que apresentaram uma resposta mais evidente com
maior producdo da IL-4 no homogenato do tecido cerebral, sugerindo a
presenca da resposta Ta2 no tecido cerebral no modelo CBA. O tratamento
com a Ptx determinou um aumento na producéo da IL-4 no soro dos animais
infectados apenas no modelo BALB/c. Interessante que os camundongos
CBA que mostraram no homogenato do cérebro aumento da IL-4 nos animais
infectados pelo plasmédio, mostraram também grande producéo do INF-y
tanto no grupo dos animais infectados como naqueles infectados tratados com
a Ptx. E possivel que nesses animais a infec¢cdo desviou a resposta que era
do o ramo Tauxiliar 2 para o ramo Tauxiliar 1, pois nesse grupo as
concentracbes do INF-y foram muito mais elevadas do que as da IL-4,
sugerindo que embora tenha havido alguma producéo da IL-4, o predominio
da resposta foi do ramo Tauxiliar do tipo 1. Entretanto, como o homogento foi
feito de todo o cérebro dos animais e as respostas imunes sao localizadas,
ndo podemos excluir também a possibilidade de que tenha ocorrido uma
resposta Tal de memadria em algumas areas do cérebro e uma resposta Ta2
de memoria em outros locais do tecido cerebral, cujo tipo de resposta
dependeu das condi¢des locais no momento da ativacao do linfécito.

A IL-17 é a principal citocina produzida pelos linfocitos T CD4+ auxiliar
do tipo 17. Em nosso estudo, no homogenato do tecido cerebral, os modelos
BALB/c e C57BL6 aumentaram a producédo da IL-17A em resposta a infeccao
pelo plasmédio. Entretanto, os niveis da IL-17A foram mais elevados nos
homogenato do tecido cerebral dos camunongos C57BL/6, tanto basal,
guanto apos infeccdo com o plasmadio. E o tratamento dos animais infectados

com a Ptx diminuiu a produacgéo da IL-17A apenas no homogenato do tecido
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cerebral dos camundongos C57BL/6. Esses dados sugerem que o modelo
C57BL/6 e o modelo BALB/c podem apresentar também uma resposta
localizada do tipo T auxiliar 17, no tecido cerebral.

A IL-17 estimula a formacéo de IL-6, IL-8 e da molécula de adesé&o
intercelular em fibroblastos humanos (Curfs e cols, 1997), Observamos
aumento sérico da IL-6 no modelo BALB/c e C57BL/6. Mas isso nédo foi
obsevado no tecido cerebral, onde verificamos que a infecgéo pelo plasmadio
diminuiu a producgédo da IL-6. A rede de citocinas na malaria € muito complexa
e é dependente de varios fatores regulados e contra regulados pela expresséo
de cada citocina. A IL-17 estimula também a producdo de quimiocinas
envolvidas no recrutamento de neutrofilos e linfécitos T citoliticos CD8+. Uma
possivel explicacdo para essas diferencas seria possivelmente de que nos
animais com baixa concentracdo de IL-17 haveria uma compensacao pelo
aumento da producdo de MCP-1 e consequentemente o aumento da
producdo de FNT-a, IFN-y e IL-6 que estdo envolvidos na gravidade da
doenca.

Em relacéo a IL-2 observamos expressao da citocina no soro por todos
0s modelos, embora em niveis baixos, sugerindo que houve ativacdo dos
linfécitos em todos os modelos. No homogenato do tecido cerebral, a infeccao
pelo plasmédio elevou a concentracédo da IL-2 no modelo CBA, mas diminuiu
nos modelos BALB/C e C57BL/6, indicando que deve ter havido maior
ativacao de linfécitos no tecido cerebral no modelo CBA. E o tratamento com
a Ptx dos animais infectados diminuiu os niveis da IL-2 nos modelos CBA e
C57BL/6.

A IL-2 e IL-12 sdo mediadores chave da resposta Thl. A IL-12 tem
atividade antitumoral, € secretada principalmente por células apresentadoras
de antigenos (fagécitos, células dendriticas) em resposta a patdgenos, e
promove a diferenciagdo de células CD4+ para o ramo Thl. Células efetoras
estimuladas por IL-12 produzem vérias citocinas, como IFN-y e TNF-a (Smyth
e cols, 2000). A IL-2 é produzida principalmente por células T CD4+
estimuladas por antigeno (Granucci e cols, 2001), induz a proliferacdo de
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células NK, aumentando sua capacidade citolitica, impulsiona a proliferacéo
e a ativacao de células T CD8+ e promove a proliferacdo de células B e a
secrecdo de anticorpos (Gaffen e cols, 2004). A IL-2 foi originalmente vista
como o fator chave para aumentar a resposta imune linfocitaria efetora. A
administracdo de IL-2 leva a producdo de citocinas pro-inflamatérias como,
FNT-a, IL-18, IL-6 e IFN-y (Gallagher e cols, 2007; Floros e Tarhini, 2015).

A IL-10 é fundamental na regulacédo da resposta imune. Na situacéo
basal, os modelos BALB/c e C57BL/6 apresentaram maior concentracao da
IL-10 do que o modelo CBA no sobrenadante das culturas dos macrofagos.
Quando os animais foram infectados pelo plasmadio, a concentracdo da IL-
10 aumentou no soro dos camundongos BALB/c, e no no homogenato do
tecido cerebral no modelo CBA. O tratamento com a Ptx dos animais
infectados aumentou a producgéo da IL-10 somente no modelo C57BL/6.

A IL-10 é secretada por células imunolégicas e tecidos neuroenddécrino
e neural. A producao de IL-10 é suprimida por varias citocinas, como IL-4, IL-
13 e IFN-y e também pela sua propria autorregulagéo (Lin e cols, 2000;
Raeburne cols, 2002). A IL-10 inibe as citocinas proé-inflamatorias,
principalmente FNT-a, IL-1 e IL-6, e estimula a producdo enddgena de
citocinas anti-inflamatérias. Além disso, intensifica a proliferacdo de
mastocitos e impede a producgdo de IFN-y pelas células NK (Curfs e cols, 1997;
Zhang e cols, 2007; de Oliveira- silva e cols, 2011).

O papel das citocinas anti-inflamatérias na malaria grave permanece
controverso, altas concentracfes de IL-10 foram associadas com maléaria
grave ndo cerebral ou com protecdo contra malaria grave em humanos (Kurtis
e cols, 1999; Nussenblatt e cols, 2001; Prakash e cols, 2006). Além disso, foi
demonstrado que o equilibrio entre as concentracfes de IL-10 e FNT-a
determina a gravidade da anemia em criangas com malaria (Othoro e cols,
1999; Prakash e cols, 2006). O FNT-a elevado pode diminuir indiretamente a
producdo da eritropoetina e pode estimular a eritrofagocitose, agravando a
anemia (Clark e Chaudhri, 1988; Miller e cols, 1989; Nussenblatt e cols, 2001;

Borges, 2006). Foi observado que perfis de citocinas e quimiocinas em
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pacientes na fase aguda da malaria pelo P. vivax e P. falciparum foram
caracterizados pela presenca de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-2, IL-6,
IL-17, IFN-y, TNF-a) e citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10), quimiocinas
(IL-8, MIP-1) e G-CSF na maioria dos pacientes com malaria (Rodrigues-da-
Silva e cols, 2014). Observamos que nos animais BALB/c as concentracdes
de FNTa, IL-6 e IL-10 estavam elevadas, no sexto dia de infeccdo pelo
plasmodium berghei ANKA, e provavelmente o equilibrio entre aumento na
expressao dessas citocinas possa estar relacionado ao perfil genético nesses
animais, conferindo resisténcia a forma cerebral da doenca. Nos
camundongos susceptiveis a forma cerebral da maléaria, no C57BL/6 o
resultado foi similar ao ocorrido no BALB/c, 0 aumento na expressao dessas
citocinas no modelo C57BL/6, que apresenta um perfil genético diferente do
BALB/c, e poderia estar relacionado com o aumento da gravidade da doenca
nesses animais, pois o mesmo estimulo poderia desencadear respostas
diferentes, dependente do perfil de resposta de cada individuo.

A infec¢éo pelo plasmédio aumentou a producdo da quimiocina MCP-
1 no homogenato do tecido cerebral nos modelos BALB/c e CBA, mas apenas
no modelo CBA o tratamento com a Ptx dos animais infectados aumentou a
producdo dessa quimiocina, detectada no soro dos animais.

As citocinas quimiotéaticas recrutam linfocitos e monécitos para o local
da infeccdo por ligacdo a seus respectivos receptores para quimiocinas
(Griffith et al., 2014). A MCP-1 produzido por células estromais e
imunolégicas, se liga a glicosaminoglicanos da matriz extracelular,
estabelecendo o trafego de mondécitos/macréfagos para o sitio inflamatério
(Proudfoot cols, 2003).

O IFN-y parece ser essencial para montar uma resposta inicial
induzindo quimiocinas e recrutando células T, NK e NKT para o local da
infecgcdo, o que pode contribuir para a resposta imunitaria local (Liehl e
cols, 2014; Miller e cols, 2014). Foi observado em camundongos infectados
com P. yoelii ou P. berghei um aumento na concentracéo de IFN-y no figado
(Liehl e cols, 2014; Miller e cols, 2014). Hermsen e cols (2003) também
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relataram um aumento na concentracdo plasmética de IFN-y antes da fase
eritrocitaria em pacientes com malaria pelo P. falciparum. Essa resposta inicial
do IFN-y nédo foi suficiente para conter o desenvolvimento do estagio hepético,
dessa forma os parasitos que conseguiram evadir da resposta imunitaria nos
hepatdcitos migram para corrente sanguinea e rapidamente entraram nos
eritrocitos. O aumento na producdo do FNT-a, IL-6, IFN-y e varias outras
citocinas inflamatérias estad implicado na patogénese de muitas doencgas.
Varios estudos mostraram resultado positivo na utilizagdo da pentoxifilina
como moduladora dessa resposta inflamatoria. Foi descrito que na
endometriose ha aumento sérico de varias citocinas inflamatorias como IL-1j3,
IL-2, IL-4, IL-6, FNT-a, IFN-y. Perello e cols (2016) observaram em
camundongos Swiss que a pentoxifilina, nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia,
diminuiu as citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e FNT-a), com reducéo do
namero e tamanho das lesdes de endometriose e um aumento na producao
de IL-10. Existem relatos de que em pacientes com hepatite C crbnica, a
terapia com pentoxifilina, 400mg duas vezes ao dia, reduziu 0s niveis
plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias, como o FNT-a, IL-1 e IL-6
(Gutierrez-Reyes e cols, 2006). Ainda macréfagos alveolares de pacientes
com sarcoidose, tratados in vitro com pentoxifilina inibiram significantemente
a producéo de FNT-a e IL-6 estimulada por LPS (Tong e cols, 2003). E 0 uso
de pentoxifilina oral, 400mg, trés vezes ao dia, trés dias antes da cirurgia em
paciente cardiacos, reduziu os niveis de FNT-a e IL-6, o tempo de ventilacdo
e as necessidades de transfusdo sanguinea, além de encurtar o tempo de
permanéncia na UTI (Mansourian e cols, 2015).

Nossos dados mostraram que na infecgdo pelo Plasmodium berghei
Anka a resposta a infeccdo e ao tratamento com a Ptx foi muito mais
complexa, e dependeu do local de determinacdo das citocinas e do modelo
estudado, particularmente dependente de fatores geneticamente
determinados para a resposta do hospedeiro ao parasito. Deve-se considerar
também que varios fatores estdo envolvidos na producdo de citocinas na

infeccdo malarica, e que 0 processo ocorre na interacao entre as celulas e
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depende de quais células e moléculas estdo presentes no microambiente
onde encontram-se para determinar suas respostas.

Nosso estudo mostrou que a expressao de citocinas e a acao da
pentoxifilina na producdo dessas citocina na infeccdo pelo Plasmodium
berghei foi diferente nos trés modelos por nos estudados. Nossos dados estédo
em conformidade com Borges (2013), que observou que o curso diferente da
malaria nos modelos estudados refletiu respostas imunes com diferentes
perfis de produgé&o de citocinas, que atuam de maneira coordenada, alterando
o equilibrio fisiologico dos diferentes padrdes de respostas, influenciando
dessa forma a suscetibilidade a malaria cerebral. Entretanto, deve-se
considerar que muitos fatores influenciam a producdo das citocinas na
malaria, como por exemplo, pode ocorrer picos de produc¢do das citocinas no
momento de rompimento de eritrocitos parasitados, liberando merozoitos na
corrente sanguinea. De fato, ja foi bem caracterizado que a liberacdo de
moléculas derivadas de parasitas no sangue do hospedeiro devido a ruptura
eritrocitaria é indutora de FNT-a. in vitro e in vivo (Kwiatkowski cols, 1989;
Bate e Kwiatkowski, 1994). Também ja foi observado que durante a
infeccdo pelo P. vivax, picos na concentracdo sérica de FNT-a coincidiram
com os periodos de temperatura corporal elevada (Karunaweera e cols, 1992;
Dunst e cols, 2017).

Além disso, os niveis plasmaticos aumentados de FNT-a, IFN-y, IL -1
e IL-6 e reducédo da producao de IL-4 e TGF-B, foram relatados em pacientes
com outras formas de malaria grave (Grau e cols, 1994; Prakash e cols,
2006). Por outro lado, o IFN-y e o0 FNT-a estdo envolvidos em mecanismos
efetores que conferem protecao contra a infeccédo pelo Plasmodium (Winkler
e cols, 1999; Prakash e cols, 2006).

Para melhor compreensédo dos mecanismos de inducdo das formas
graves da malaria, analisamos se havia diferenca na expressdo dos
receptores para o FNT/LTX, na microglia e nas outras células cerebrais, entre
0s modelos experimentais da malaria, suscetiveis ou resistente a forma

cerebral da doenca, nos quatro grupos de estudo.
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Em relagdo aos receptores para o FNT-a, todos 0s grupos mostram
grande expressao do rLTX e o receptor de menor expressao foi o rIFNT. Nas
outras células do tecido cerebral, tanto o r2FNT quanto o rLTX estavam
expressos. Na situagcéo basal, os camundongos BALB/c e C57BL/6 tiveram
maior expressdo do r2FNT do que do rLTX, mas nos camundongos CBA
ambos os receptores (r2FNT e rLTX) estavam expressos. Mas apos a
infeccdo, os camundongos C57BL/6 passaram a expressaram de modo
semelhante esses dois receptores, e o tratamento dos animais infectados com
a Ptx ndo modificou significantemente a expressao desses receptores.

Nossos dados sdo semelhantes as observacdes prévias de maior
expressdo do r2FNT do que do rIFNT em camundongos que desenvolvem a
malaria cerebral. Em camundongos nocautes para esses receptores e de
base genética do C57BL/6 foi verificado que o desenvolvimento das formas
graves de maléria cerebral dependeu dos receptores r2 FNT e rLTX (Lucas e
cols, 1997; Togbe e cols, 2008). Engwerda e cols, 2002 observaram aumento
da LTX no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei, com
sinais de malaria cerebral, e sugeriram que a LTX é produzida localmente por
células resistentes a radiacdo, como células endoteliais que revestem a
vasculatura cerebral, células microgliais ou astrocitos no parénquima cerebral
(Sedgwick e cols, 2000; Engwerda, 2002; Nishanth e Dirk, 2019). Nossos
dados mostraram que tanto os modelos susceptiveis (CBA e C57BL/6) quanto
o modelo resistente a forma cerebral (BALB/c) tiveram alta expressao do rLTX
na microglia. Entretanto, Engwerda e cols, 2002, mostraram que
camundongos C57BL/6 nocaute para LTX ndo desenvolveram malaria
cerebral. O modelo CBA também teve alta expressao do r2FNT na situagéo
basal, mas no homogenato do tecido cerebral foi o0 modelo C57BL/6 que
apresentou niveis maiores da citocina FNT-a, mas apos a infeccdo pelo
plasmaodio, ndo houve diferenca na producdo do FNT-a entre os trés modelos.
Nossos dados mostraram que houve menor expressao do rlFNT no modelo
C57BL/6 do que no CBA apés o tratamento com a Ptx dos animais infectados

e ja foi descrito que a sinalizacdo pelo 1rFNT ativa a coagulacado local em
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pequenos vasos sanguineos (van der Poll e cols,1996; Atretkhany e cols,
2020), podendo levar ao desenvolvimento de choque séptico. Como na
malaria os mecanismos fisiopatogénicos envolvem também os pequenos
vasos cerebrais, a maior expressdo do recpetor 1 poderia influenciar no
desenvolvimento da forma cerebral no CBA, mas paradoxalmente, esse
modelo, foi 0 que melhor respondeu ao tratamento com Ptx. Camundongos
com delecdo de 1rFNT séo resistentes ao choque séptico, mas sao
suscetiveis a infeccdes bacterianas (Pfeffer e cols, 1993, Bean e cols,
1999;). Estudos recentes mostraram que o r2FNT é necessario para manter
a homeostase do sistema nervoso central (Atretkhany e cols, 2018; Atretkhany
e cols, 2020) e esté envolvido na manutencao funcional dos neurénios (losif e
cols, 2006; Atretkhany e cols, 2020) e microglia (Gao e cols, 2017, Atretkhany
e cols, 2020). Capuccini e cols (2016) observaram importante participacdo da
micréglia na maléria cerebral, e mostraram que as microglias estédo ativadas
em camundongos C57BL/6 com malaria cerebral pelo Plasmodium berghei
ANKA. Os perfis de expressao génica da microglia extraida nos dia 5 e 7 da
infeccdo apresentaram diferencas em comparacdo com a microglia de
camundongos do grupo controle, que indicavam ativacdo dessas células.
Também foi visto pelo perfil transcriptémico, que essa ativacao foi induzida
por IFNs Tipo I, sugerindo um papel importante do IFN na ativacao e funcéo
da microglia durante a malaria cerebral. Ademais, mostraram também que
microglia de camundongos infectados com um mutante de PbA (ADPAP3),
que ndo causa malaria cerebral, ndo foi ativada de forma semelhante,
sugerindo que a ativacdo microglial era uma caracteristica da malaria
cerebral. Entretanto, nossos dados mostraram que foi o modelo BALB/c, que
ndo apresentaa a forma cerebral, que respondeu a infeccdo pelo plasmadio
aumentando o IFN-y no homogenato do tecido cerebral.

A maior producéo de NO pelos animais C57B/6 relacionado com a
gravidade da doenca, poderia estar relacionda com a mudanca na expressao
dos receptores apos a infeccédo, mostrando a expressao tembém do r2FNT,

que estimula a proliferacéo celular e estd implicado também na inflamacéao,
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por ativar a via do NF-xB (Lucas e cols, 1997; Borges, 2006). No cérebro,
esses camundongos mostraram um perfil de citocinas no ramo Tal7 e
aumento das citocinas inflamatérias FNT, IL-6, IFN-y sistemicamente, que
estdo envolvidas na gravidade da maléria e aumentam a producgédo de NO.

Nossos dados mostram novamenta a complexidade das respostas e
indicam novamente que possivelmente sdo varios os fatores envolvidos no
desenvolvimento da forma cerebral, e também reforca que os modelos CBA e
C57BL/6 podem apresentar mecanismos diferentes que resultam na mesma
expressao clincia da malaria cerebral.

Nossos dados mostraram que na micréglia a molécula adaptadora
TRAF foi mais expressa no modelo C57BL/6 do que a FADD, que para o
modelo CBA as duas moléculas estavam expressas, e no modelo BALBI/c,
ambas também estavam expressas, mas em niveis um pouco mais elevados
do que as do CBA. Entretanto, na microglia do grupo CBA infectado pelo
plasmaodio houve maior expressdo de TRAF do que FADD. O grupo controle
nas outras células cerebrais mostrou maior expressao do FADD. E no modelo
C57BL/6 na micréglia houve maior expressdo do TRAF no grupo Pb+Ptx. A
molécula TRAF controla diversas vias de sinalizacdo, mediada pelos
receptores para o FNT, mas também pode se associar a outros receptores
com receptores de IL-6 e IL-17, podendo levar a exacerbacdo da resposta
inflamatdria (So, 2021). No modelo C57BL/6 que mostrou maior expressao da
molécula TRAF, também teve aumento da IL-17 no homogenato do tecido
cerebal, sugerindo uma resposta imune localizada no cérebro do ramo Tal7.
O TRAF é uma molécula adaptadora do r2FNT, ativado pelo FNTa e ativa a
via candnica (So, 2021), que € uma via inflamatdria.

A expresséao diferente dessas moléculas adaptatoras sugere que as
vias intracelulares de ativacdo do NF-xB poderiam ser utilizadas
diferentemente pelos trés modelos experimentais.

Apés a ligacdo as moléculas adaptadores, ha varias moleculas que séo
ativadas na cascata de ativacao da via do NF-kB, sendo que o NIK € uma das

moléculas da via ndo candnica e o JNK, uma das moléculas da via canodnica.
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Na microglia dos camundongos BALB/c e CBA a expressao da molécula JNK
foi muito mais evidente do que a molécula NIK, em todos os grupos, entretanto
nas outras células cerebrais foi visto o resultado oposto, com predominio do
NIK. Nos camundongos C57BL/6, a expressdo de ambas as moléculas foi
muito baixa na microglia, mas houve predominio do NIK, e nas outras células
cerebrais a expressdo das moléculas foi bem maior que na micréglia, sendo
que o predominio foi do NIK. Foi observado uma predominancia absoluta de
expressdo da molécula JNK na micréglia dos animais BALB/c e CBA em
todos os grupos, sendo que no grupo Pb dos camudongos BALB/c, houve
também uma discreta expressdo da molécula NIK. Nos camundongos
C57BL/6, ndo houve expressao aumentada de nenhuma das duas moléculas,
sugerindo a possibilidade de utilizacdo também de outra via para ativacao do
NF-xB. Esses dados poderiam sugerir uma tendéncia para utilizacao da via
canonica preferencialmente na microglia dos camundongos BALB/c e CBA. E
uma tendéncia para utilizacdo da via ndo canbnica na microglia pelo modelo
C57BL/6. Entretanto, deve ser considerado que pode haver varias
comunicacgdo entre as vias que acabam estimulando as mesmas moléculas,
as respostas ndo sendo lineares. Assim, uma resposta inicial por uma
molécula pode interagir com moléculas de outras vias passando os estimulos
para ativacdo das moléculas finais por ambas as vias canbnica e ndo candnica
e pelos vérios receptores.

A molécula IkB é central na via do NF-«xB, pois é a sua fosforilacdo que
vai liberar a translocacédo das moléculas finais da via do NF-xB para o nucleo
e ativacdo ou repressdo de genes alvos. Nossos dados mostraram na
microglia que todos os modelos expressaram a molécula do 1kB na situacao
basal, entretanto, houve menor expressdo na situacdo basal nos
camundongos C57BL/6. Apds a infeccdo pelo plasmaodio, foi também os
camundongos C57BL/6 que apresentaram a menor expressao do IkB. O
tratamento com a Ptx dos camundongos infectados, diminuiu a expressao do
IkB nos camundongos BALB/c e CBA, mas aumentou a expressao da

molécula nos camundongos C57BL/6. Nas outras células cerebrais a
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expressdo da molécula I«B foi bem menor que na micrdglia e apenas no grupo
Pb+Ptx o C57BL/6 mostrou maior expressado da molécula que o BALB/c.

Pela analise comparativa da expressao das moléculas finais da via do
NF-kB na microglia, observamos que o Rel A (via canbnica) foi a molécula
mais expressa em todos os grupos e o Rel B (via ndo canlnica) teve uma
expressdo muito baixa na maioria dos grupos e modelos estudados. Nas
outras células cerebrais, também houve predominio da malécula RelA, e
apenas no animais infectados pelo plasmdédio, no modelo BALB/c houve maior
expressdo da molécula p52 (via ndo candnica). Observamos expressao do
RelB, apesar de discreta, em todos os grupos. Entretanto, na micrdglia e nas
outras células cerebrais houve diferenca na expressdo do RelA entre os
modelos. Observamos que na microglia dos modelos BALB/c e CBA infectado
pelo plasmaddio a expressdo do RelA foi muito menor, tanto em relacdo ao
grupo BALBc e CBA néo infectados, como em relacdo ao modelo C57BL/6
infectado.

Merici e cols, 2020 observaram, utilizando imunohistoquimica, na
estrutura tubular renal de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei,
um aumento na expressao do Rel A no sétimo dia de infec¢do. Esse aumento
da expressédo de RelA estava correlacionado com o aumento do grau de
degeneracao tubular, necrose de células tubulares, infiltracdo intersticial e
fibrose.

No grupo Pb+PTX do modelo BALB/c, na microglia houve expresséo
também do RelB, embora discreta, o que ndo ocorreu com os outros modelos.
No modelo BALB/c, a expressdo do p50 (via candnica) e p52 (via nao
candnica) na microglia mostrou-se homogénea, tanto basal, como ap6s o a
infecgdo e o tratamento com a Ptx. Nas outras células cerebrais nesse modelo
a expressao do p52 foi maior que a expressédo do p50 em todos 0s grupos.
Esses dados sugerem que o modelo BALB/c utiliza ambas as vias de ativacao
do NF-kB, candnica e ndo canonica. O modelo BALB/c é resistente a forma
cerebral da malaria e morre mais tardiamente de anemia grave, e apresenta

uma sobrevida bem maior que os outros dois modelos suscptiveis a forma
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cerebral da malaria. E possivel que a falta das alteracées relativas a forma
cerebral nesse modelo esteja relacionado a utilizacdo mais ampla e
equilibrada das vias do NFkB, tanto pela via canbnica como pela via ndo
canodnica. Entretanto, em nosso trabalho, a Ptx aparentemente agravou a
evolugéo da doenca, na sobrevida e perda de peso nesse modelo e no oitavo
dia de infeccdo os animais tratados com a Ptx apresentaram anemia maior
gue os animais do grupo Pb.

Na situacao basal (controle) do modelo C57BL6, a expressao do p50
na micréglia mostrou-se um pouco mais elevada do que nos outros grupos,
mas apos a infeccdo, houve diminuicdo do p50 tanto no grupo Pb como
Pb+Ptx nesses camundongos. Apds a infeccdo e o tratamento com a Ptx, o
grupo BALB/c mostrou na micréglia uma relagdo mais equilibrada entre as
moléculas p50 e p52. Enquanto que nos modelos CBA e C57BL6, houve
menor expressao da molécula p52 do que a da p50, sugerindo que nesses
modelos, que apresentam a forma grave da maldria, deve ter havido uma
ativagao preferencial da via candnica. Nas outras células cerebrais, no
modelo CBA a expressao do p52 estava maior que a expressao do p50 nos
grupos Ptx e Pb + Ptx, j& os animais C57BL/6 mostraram maior expressao do
p52 que do p50 nos grupos controle e Ptx.

Siggers e cols. (2011), mostraram que qua a via canodnica regula o gene
responsavel pela poducédo da IL-12. Observamos maior producao de IL-12 no
homogenato do cérebro dos animais C57BL/6 e BALB/c infectados com o Pb.
A expressao diversa dos fatores kB nessas linhagens sugere que a producao
desigual de citocinas e de espécies reativas esteja sendo regulada pela
formacdo distinta de dimeros NF-kB, estimulando diferentes produtos génicos
(Hoffmann e cols,2003; Borges, 2013).

Tem sido observado aumento na ativacdo da proteina RelA da via
canbnica do NF-kB em células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com maléaria por P. vivax e malaria ndo complicada por P. falciparum
no dia da internacao e no sétimo dia poés-tratamento, entretanto em pacientes
com malaria grave por P. falciparum, esse aumento so foi visto no sétimo dia

pos-tratamento. Esses dados foram confirmados por imunofluorescéncia que
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mostrou a translocacdo da molécula RelA para o nucleo das células. Ainda
nesse mesmo estudo foi visto a correlacéo negativa da expressédo da molécula
RelA com o nivel plasmatico de IL-10 em pacientes com malaria grave por
P.falciparum (Wang e cols, 1995; Punsawad e cols, 2012). No CBA, que
apresentou uma melhor resposta de sobrevida pelo tratamento com a Ptx , a
expressédo do p50 (via candnica) foi maior do que a do p52 (via ndo candnica).

Em estudo in vitro utilizando macrofagos de linhagem celular murina foi
visto que apds uma hora de estimulacdo com hemozoina sintética houve uma
translocacdo nuclear maxima de p50 e RelA e em seguida diminuiu ao longo
de um periodo de 4h, indicando que a hemozoina ativa a ligacdo ao DNA das
subunidades p50 e RelA em macrofagos. E de maneira dependente da
concentragcédo, no momento da estimulacao, ativou positivamente a quimiocina
MCP-1 que leva ao recrutamento de macréfagos e mondcitos, contribuindo
para o agravamento da resposta pro-inflamatéria (Jaramillo e cols, 2005;
Punsawad, 2013). In vitro a fagocitose de hemozoina e trofozoitos por
monaocitos humanos induziu a ligacdo do NF-kB ao DNA ap6s 2h e 24h, e as
subunidades p50 e RelA foram encontradas na fracdo nuclear apos
fosforilacdo e degradacao do IkBa (Prato e cols, 2010; Polimen e cols, 2012;
Punsawad e cols, 2013).

Como limitacdes do mosso trabalho, determinamos algums fungdes
celulares no sobrenante das culturas de células obtidas da cavidade
peritoneal, que sdo enriquecidas de macrofagos, mas essas células ndo foram
especificamente caracterizadas como macréfagos e poderiam conter uma
pequena populacdo de outras células da cavidade peritoneal que poderiam
também estar contribuindo para produzir as moléculas que foram analisadasm
no nosso trabalho. Outra limitacao foi o fato de que as outras células do tecido
cerebral também n&o foram caracterizadas, como também n&o foi possivel
discriminar se houve translocacao das moléculas finais da via do NF-xB para
0 nucleo.

Em concluséo, nossas observacdes sugerem que os trés modelos de

camundongos apresentaram mecanismos imunopatogénicos diferentes e que
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a participacdo das citocinas nesses mecanismos foi dependente do perfil
genético de cada modelo, que provavelmente esta relacionado com a
suscetibilidade individual ao desenvolvimento das forma graves na malaria.
No homogenato do tecido cerebral dos animais infectados do modelo BALB/c
e C57BL/6 mostraram um perfil misto Tal e Tal7, e do modelo CBA
predominou o perfil Ta2.

O perfil de ativacdo da via do NFxB também foi particular para cada
modelo com predominio de ativacdo da via candnica em todos os modelos,
mas nos camundongos BALB/c parece ter havido um maior equilibrio da
resposta com perfil de ativacdo da via candnica e nao canbnica de menor
intensidade que nos outros modelos e os camundongos CBA utilizam
preferencialmente a via canodnica e os camundongos C57BL5 expressam
moléculas da via canbnica de modo mais exacerbado que os camudongos
CBA.

Nossos dados mostraram pela primeira vez o perfil de moleculas
expressas da via do NF-«B nos modelos susceptiveis CBA e C57BL/6 e no
modelo resistente a forma cerebral da maléria e a influéncia do tratamento
com a pentoxifilina. Nossos dados e os dados da literatura sugerem que 0s
efeitos benéficos da pentoxifilina dependeram das caracteristicas genéticas
individuais, da idade, do perfil de resposta imune de cada modelo e da dose
e via de aplicacdo da pentoxifilina, o que possivelmente expligue as
discordancias quanto aos efeitos do tratamento com a Ptx nos estudos em
modelos experimentais e em pacientes. Seria importante a realizagcdo de
novos estudos experimentais utilizando a associacdo de drogas
antiparasitarias utilizadas no tratamento da malaria com a pentoxifilina como
adjuvante aos antiparsitarios, nos trés modelos estudados. Essa melhor
compreensao podera contribuir para o desenvolvimeno de novos estudos com
drogas imunomoduladoras com desenhos experimentais mais adequados e
gue poderéo contribuir para diminuir a ainda inaceitavel alta morbi-mortalidade

pela malaria.
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A pentoxifilina oral aumentou de forma significante a sobrevida dos
camundongos CBA, o Oxido nitrico estava aumentado nos modelos CBA e
C57BL/6, no sexto dia de infeccao, e a pentoxifilina modulou negativamente
a producéo do NO no modelo C57BL/6.

A infeccdo aumentou a biogénese dos corpusculos lipidicos nos
animais susceptiveis e resistentes, mas com intensidade diferente nos
modelos suscetiveis e no modelo resistente, no molelo CBA foi mais evidente.
Mas o tratamento com a Ptx regulou a producéo de corpusculos lipidicos no
modelo CBA.

Em relacdo as citocinas:

Abaixo esta sintetizado os resultados das citocinas no soro.

FNT-a

Nos trés modelos, o grupo dos animais infectados pelo plasmddio mostrou
maior concentragdo de FNT-a que o grupo controle. Os animais CBA e
C57BL/6 do grupo infectado e tratado com a Ptx também mostraram maior
concentracéo da citocina. Nao observamos diferenca na concentracdo basal
do FNT-a entre os modelos. No grupo dos animais infectados também néo foi
vista diferenga na concentracdo do FNT-a entre os modelos. No grupo dos
animais infectados e tratados com a Ptx o CBA mostrou maior concentracao
da citocina que o BALBI/c.

IL-6

A concentracdo de IL-6 no grupo controle foi menor no modelo C57BL/6 e
maior no CBA. A infeccéo pelo plasmadio elevou a producéo de IL-6 nos trés
modelos. No CBA o tratamento com a Ptx dos animais infectados (Pb+Ptx)
contribuiu para aumentar ainda mais a concentracdo da citocina. O grupo
Pb+Ptx do modelo CBA mostrou maior concentracao da citocina que os outros

dois modelos.
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INF-y

A infeccdo pelo plasmédio aumentou a concentracdo de INF-[1, nos trés
modelos. No CBA o tratamento dos animais infectados aumentou mais ainda
a concentracao do INF-y e nos modelos BALB/c e C57BL/6 o tratamento dos
animais infectados ndo modificou o aumento da concentragdo de INF-[J

ocasionado pela infecgao.

IL-10

No BALB/c a infeccdo pelo plasmédio aumentou a concentracao de IL-10, e 0
tratamento dos animais infectados aumentou a concentracdo da citocina nos
modelos CBA e C57BL/6.

IL-4
No CBA houve uma menor producéo da IL-4 apés a infec¢éo pelo plasmadio.

IL-17

Pela andalise comparativa, houve menor producdo da IL-17A no modelo
C57BL/6 do que no modelo BALB/c nos animais infectados pelo plasmadio.
No grupo dos animais infectados tratados com a Ptx houve maior producéo
da IL-17A pelo modelo BALB/c do que no modelo C57BL/6.

MCP-1. No grupo Pb+Ptx houve maior producdo de MCP-1 pelo modelo CBA.

Abaixo esta sintetizado resultados das citocinas nos sobrenadantes das

culturas dos macrofagos peritoneais:

FNT-a

Nos trés modelos, o grupo dos animais infectados e tratados com a Ptx
apresentou maior concentragdo do FNT-a. Pela analise comparativa entre os
modelos, na situacao basal (grupo controle), o modelo BALB/c apresentou

maior concentragao do FNT-a.
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IL-6
No grupo controle, o C57BL/6 que apresentou maior concentragao da citocina
IL-6. O grupo infectado e tratado com a Ptx (Pb+Ptx) do modelo CBA mostrou

a maior concentracéo de IL-6.

IL-10
BALB/c: o grupo controle apresentou maior concentra¢ao de IL-10, no CBA a
infeccéo e o tratamento aumentaram a concentragao da IL-10.

IL-4

Na situacéo basal (controle), os camundongos CBA produziram mais IL-4 do
gue os outros dois modelos. A Ptx determinou um aumento na producdo da
IL-4 animais infectados (Pb+Ptx) do modelo BALB/c. E nesse grupo (Pb+Ptx),
no soro, o modelo BALB/c produziu a maior quantidade da IL-4 e o modelo
C57BL/6 a menor.

MCP-1

No sobrenadante das culturas dos macrofagos, observamos que na situacao
basal (controle normal), o modelo C57BL/6 produziu a maior quantidade da
quimiocina e o modelo CBA a menor, entretanto, no grupo (Pb+Ptx)
observamos que o BALB/c mostrou maior concentracao do MCP-1 que o
CBA.

Abaixo esta sintetizado os resultados das citocinas no homogenato do tecido
cerebral:

FNT-a

N&o observamos variagbes na concentracdo do FNT-a nos grupos. Pela
analise comparativa entre os modelos, no grupo controle o C57BL/6 mostrou
maior concentracdo da citocina. No grupo dos animais infectados e tratados

com a Ptx o BALB/c apresentou maior concentracdo da citocina que o CBA.
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IL-6

No grupo controle, o C57BL/6 que apresentou maior concentracéo da IL-6.

INF-y.
A infeccado pelo plasmédio aumentou a concentracdo de INF-y, nos trés
modelos. No C57BL/6 o tratamento dos animais infectados aumentou mais
ainda a concentracao do INF-y e nos modelos BALB/c e C57BL/6 o tratamento
dos animais infectados ndo modificou 0 aumento da concentracédo de INF-y

ocasionado pela infecgao.

IL-12

A infecgéo pelo plasmadio modulou a produgéo de IL-12 nos modelos BALB/c
e C57BL/6, que mostraram aumento na concentracao da citocina no grupo Pb
e a Ptx ndo influenciou a producédo dessa citocina no grupo infectado. O
modelo C57BL/6 produziu maior quantidade da citocina do que os outros dois

modelos.

IL-10

No BALB/c os animais infectados pelo plasmodio mostrou menor
concentracdo da IL-10. No CBA a infeccdo pelo plasmédio aumentou a
concentragéo da citocina e o tratamento com a Ptx diminuiu. No C57BI/6 o

grupo controle mostrou maior concentracao.

IL-2

CBA mostrou a menor concentracdo da citocina na situacao basal e maior
concentracdo nos animais infectados pelo plasmaédio. O tratamento com a Ptx
dos animais infectados (Pb+Ptx) produziu uma diminuicdo da IL-2 nos
modelos CBA e C57BL/6, mas né&o alterou o efeito da infec¢cdo na producao
da IL-2 no modelo BALB/c.
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IL-4
Apés a infeccao pelo plasmadio, houve uma maior producéo da IL-4 no pelos

camundongos CBA.

IL-17

Apos a infec¢do com o plasmaodio tanto o modelo BALB/c, quanto o modelo
C57BL/6 produziram uma quantidade maior da IL-17A do que o grupo controle
normal. Apés o tratamento com a Ptx dos animais infectados com o plasmadio,
houve diminuicdo da producao da IL-17A apenas no modelo C57BL/6. E pela
comparacao entre os modelos verificamos uma menor producédo da IL-17A

pelo grupo Pb+Ptx no modelo CBA do que pelo modelo C57BL/6.

MCP-1
No homogenato do tecido cerebral, a infec¢cdo pelo plasmaddio induziu uma

maior producéo do MCP-1 nos modelos BALB/c e CBA.

Abaixo estdo consideradas as conclusbes das citocinas por modelo
experimental.

O modelo BALB/c apresentou o perfil das citocinas localmente no
cerebro inflamatorias e imunes (IL12, INF-y e MCP-1), sistemicamente
mostrou perfil Tal, Ta2 e Tal7 (FNT, IL-6, IFN-y, ,IL10 e IL-17) .

O modelo CBA mostrou perfil das citocinas localmente no cerebro Ta
1 e Ta2 (IL-2, IL-10, IL4 e MCP-1), sistemicamente mostrou perfil Tal, Ta2
(FNT-a, IL-10, MCP-1; IL-6, IFN-y) .

O modelo C57BL/6 mostrou o perfil das citocinas localmente no
cerebro Tal e Ta 17 (IL-12, IL-17), sistemicamente mostrou perfil Tal (FNT-
a, IL-6, IFN-y) .

Em relacéo aos receptores e moléculas da via do NF-«xB:

Houve menor expressao do rlTNF e maior do rLTX em todos os

modelos. O Rel A (via candnica) foi a molécula mais expressa em todos 0s

grupos e o RelB (via ndo candnica) teve uma expressdo desprezivel na
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maioria dos grupos. No BALBc, a expressdao do p50 e p52 mostrou-se
homogénea nos grupos. Enquanto que nos modelos CBA e C57BL6, houve
menor expressao da molécula p52 do que a p50. No C57BL6 houve maior
expressdo das moléculas RelA e p50. A infeccao pelo plasmodio aumentou
a expressao do rLTX no BALB/c, mas diminuiu a expressao de RelA e p52 no
CBA, e p50 e p52 no C57BL/6.

A Ptx aumentou a expressao do FADD, mas modulou negativamente
expressao a expressao das moléculas RelA e p52.

No C57BL/6 reduziu a expressao p50 e p52, mas aumentou o NIK e
TRAF.

No BALB/c modulou negativamente a expressao do RelA.

Nossos dados mostraram a complexidade e individualidade das
respostas a infeccéo pelo plasmodio nos trés modelos estudados e o efeito
do tratamento com a Ptx foi dependente do modelo e do local que foi
analisado.

Para o modelo BALB/c que é resistente a forma cerebral da malaria, a
pentoxifilina na dose utilizada nao influenciou a sobrevida dos camundongos
todavia, aparentemente o tratamento com a Ptx piorou a evolugdo da doenca
nesse modelo, pois antecipou a morte de parte dos animais tratados com a
droga, entretanto esses mesmos animais tiveram uma menor parasitemia com
37,8% no quinto dia de infeccdo em relacdo aos animais do grupo Pb. A
infeccdo promoveu perda de peso nesses animais e aumento da expressao
dos corpusculos lipidicos. O tratamento com a Ptx determinou maior anemia
nesses animais no oitavo dia de infec¢ao do que nos animais do grupo Pb.

Em relacdo as citocinas, a infec¢do determinou: No soro - aumento da
concentragdo de FNT-a , IL-6, IFN-y, IL-10; No homogenato - aumento da
concentracéo de IFN-y, IL-12, IL-17A, MCP-1, e diminuiu a producao local de
IL-6 e IL-2. O tratamento com a Ptx determinou: No soro - aumentou a
concentragédo de IL-4 e IL-17A no soro em relagdo ao grupo controle; No
homogenato- aumentou a concentragéo de IL-4 em relagdo ao grupo controle.
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Em relacdo expressdo das moléculas da via do NF-kB na microglia:
Antes da infeccdo (grupo controle) o modelo BALB/c mostrou maior
expressdo da molécula JNK do que da molécula NIK. A infeccdo determinou
maior expressao do receptor para rLTX em relagdo ao grupo Ptx. O
tratamento com a Ptx aumentou a expressdo da molécula 1kB em relacéo ao
grupo controle e determinou maior expressdo da molécula JNK que da
molécula NIK. Na micrdglia em todos os grupos o BALB/c mostrou maior
expressdo do rLTx do que do receptor 1 para o FNT e maior expressao do
RelA do que do RelB.

Para o modelo CBA, que apresenta malaria cerebral, a pentoxifilina
aumentou de forma significante a sobrevida dos camundongos, esses animais
nao tiveram perda de peso progressiva durante a infec¢édo, a infeccao pelo
plasmodio determinou aumento do 6xido nitrico e da expressdo dos
corpusculos lipidicos nesse modelo. O tratamento com a Ptx determinou
aumento da parasitemia no quinto dia de infec¢géo e diminuiu a expressao dos
corpusculos lipidicos no modelo CBA. Em relacdo as citocinas, a infeccéo
determinou: No soro - aumento da concentracdo do FNT-a, da IL-6 e IL-10;
No sobrenadante - aumentou a concentracdo de MCP-1; No homogenato -
aumento da concentracdo de IL-10 e IL-2. O tratamento com a Ptx determinou:
No soro - aumentou a concentracao de IL-6, IFN-y, MCP-1 em relagcédo ao
grupo controle, aumentou a concentracao de IL-10 em relacdo ao grupo Pb;
No sobrenadante - aumentou a concentracdo de FNT-a em relacdo aos
grupos controle e Pb e diminuiu a concentracdo de MCP-1 em relacdo ao
grupo Pb; No homogenato- diminuiu a concentragdo de IL-10 e IL-2;

aumentou a concentragcao de IFN-y em relacdo ao grupo controle. Em

relacdo a expressao das moléculas da via do NF-«kB na microglia: Antes da
infecgao (grupo controle) o CBA mostrou menor expressao do receptor 1 que
0S outros dois receptores, mostrou maior expressao do JNK do que do NIK. A
infeccdo determinou maior expressdo do receptor para rLTX do que do
receptor 1 para o FNT e maior expressdao da molécula TRAF do que da

molécula FADD e menor expresséo da molécula p52. O tratamento com a Ptx
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determinou maior expressdo do rLTX do que do receptor 1 para o FNT e
aumento da molécula FADD. Em todos os grupos o RelA mostrou maior
expressdo do que o RelB. No grupo Pb+Ptx, o p50 mostrou maior expresséao
do que o p52.

Para o modelo C57BL/6, que faz a malaria cerebral e adoece mais
gravemente. A infeccao pelo plasmadio promoveu perda de peso, determinou
aumento de NO e aumento da expressdo dos corpuculos lipidicos. O
tratamento com a Ptx determinou maior perda de peso nesses animais e
diminuiu a concentracao de NO.

Em relacdo as citocinas a infeccdo determinou: No soro - aumento da
concentracdo do FNT-a, da IL-6 e IFN-y; No homogenato - aumento da
concentragéo de IL-12 , IL-17 A e diminuiu a concentragdo da IL-2 e IL-6. O
tratamento com a Ptx determinou: No soro - aumentou a concentracao de IL-
10 em relagéo ao grupo controle. No homogenato- diminuiu a concentracdo
de IL-6 e aumentou a concentracdo de IFN-Y e diminuiu a concentracdo de
IL-10 em relac&o ao grupo controle.

Em relacdo a expressdo das moléculas da via do NF-«B na micréglia:
Antes da infeccao (grupo controle ), o C57BL/6 mostrou maior expresséao do
rLTx do que do receptor 1. A infeccdo determinou maior expressao dos
receptores para LTX e receptor 2 para o FNT do que para o receptor 1 e maior
expressdo do p50, determinou menor expressao da molécula p52. O
tratamento com a Ptx determinou maior expressdo do TRAF do que da
molécula FADD. Em todos os grupos o C57BL/6 mostrou maior expresséao da

molécula NIK que a molécula JNK e maior expresséo do RelA do que do RelB.
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Tabela 17- Resumo dos resultados da curva de sobrevida, peso, anemia,
parasitemia, corpusculos lipidicos e 6xido nitrico.

Modelos BALB/c CBA CS7BL/6
Grupos Pb PbL+Ptx Pb PHHPtx Pb Pbh+Pix
Curva de sobrevida ~ ~ ~ 1 ~ ~
Perda de peso ~ ~ ~ ~ ~ 1
Anemia ~ 1 ~ ~ ~ ~
Parasitemia ~ ~ ~ 1 ~ ~
Corpusculos Lipidicos 1 ~ 1 ~ 1 [ |
Oxido nitrico ~ ~ 1 ~ ) [ ]

Seta vermelha voltada para cima indica aumento, seta azul voltada para baixo
indica reducéo e til indica que ndo houve diferenca entre os grupos.

Tabela 18- Resumo dos resultados das citocinas no soro e homogenato.

Citocinas Modelos BALB/e CBA CS7BL/6
Soro /Grupos Pb Ph +Ptx Pb Pb +Ptx Pb Pb +Ptx
FNT-¢ 1 ~ 1 —~ 1 ~
IL-6 1 —~ ~ —~ 1 —~
IFN-y ~ ~ ~ —~ 1 ~
IL-12 —~ —~ —~ —~ —~ —~
IL-10 1 —~ —~ 1 —~ —~
IL-2 —~ —~ —~ —~ —~ —~
IL-4 —~ ~ —~ ~ ~ ~
117 —~ —~ —~ —~ —~ —~
MCP-1 —~ ~ —~ —~ —~ —~
Homogenato /Grupos Pb Pb +Ptx Pb Pb +Ptx Pb Pb +Ptx
FNT-u —~ ~ —~ — —~ —~
Lo I~ ~ ~ 1 1
IFN-y 1 ~ —~ — —~ —~
IL-12 1 —~ —~ ~ 1 —~
IL-10 —~ ~ 1 [ | —~ —~
IL-2 i ~ 1 ) 4 ~
I1L-4 —~ ~ —~ —~ —~ —~
117 —~ —~ —~ —~ —~
MCP-1 —~ —~ —~ —~

Seta vermelha voltada para cima indica aumento, seta azul voltada para baixo
indica reducéo e til indica que ndo houve diferenca entre os grupos.
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Tabela 19- Resumo dos resultados dos receptores e moléculas da via do NF-

KkB.

Modelos

C57BL/6

Grupos Pb

Pb +Ptx

Ph +Ptx

Pb

Pb +Ptx

r1FNT

o~

I~

r2FNT

~

rLTX

!

FADD

!

TRAF

!

!

!

!

NIK

!

!

!

Ul |

!

JNK

!

!

!

!

IxB

!

!

!

!

L[ U|™™

RelA

!

!

RelB

| L]

p50

I~

o~

!

I~

]

p52

—

—

l

—

]

Seta vermelha voltada para cima indica aumento, seta azul voltada para baixo

indica reducéo e til indica que ndo houve diferenca entre 0os grupos.
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