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RESUMO
Maléaria continua sendo uma grande ameaca a saude publica mundial, e criangas
menores de 5 anos séo as principais vitimas fatais da doenca. O figado possui papel
essencial no curso da infec¢do, em que as caracteristicas particulares do endotélio
hepético, juntamente com diferentes populacdes de células imunes, inclusive de
macroéfagos residentes do figado, estdo diretamente envolvidas em complicacdes
grave, como a anemia da maléaria grave, responsavel por grande parte dos 6bitos
infantis. Estudos prévios realizados por nosso grupo apontam que o figado passa por
uma transi¢cao hematopoiética, caracterizada pela mudanca de um perfil mieloide para
linfoide, ao longo do desenvolvimento pds-natal, e que o baco e medula 6ssea de
neonatos também apresentam perfis celulares diferentes de adultos. Entretanto,
faltam entendimentos da relacéo do desenvolvimento hematopoiético com a gravidade
da malaria. Além disso, ha auséncia de modelos experimentais que reproduzam a
suscetibilidade infantii & malaria. Objetivo: Propor um modelo experimental em
camundongos que possa ser Util no entendimento da maior susceptibilidade de
criancas a malaria, caracterizando a dinamica e os mecanismos envolvidos na
eritropoiese em resposta a infeccdo por Plasmodium chabaudi. Resultados e
concluséo: Padronizamos a infeccdo em animais de diferentes idades ao longo da
vida e observamos que a parasitemia € maior em camundongos infantes do que em
neonatos e adultos. Além disso, camundongos infantes infectados por P. Chabaudi
apresentam anemia no pico da infeccdo e ndo sobrevivem. Por citometria de fluxo,
vimos que os nichos hematopoiéticos de infantes (medula éssea, baco e figado)
apresentam aumento dos precursores eritroides durante a infeccdo por P. chabaudi,
enquanto que os adultos suprimem a eritropoiese. Também mostramos que em
resposta a infeccdo, ha maior quantidade de precursores de eritrocitos no sangue
periférico de animais infantes do que em adultos, e que estes precursores também
podem ser infectados por P. Chabaudi, e contribuir para a hiperparasitemia do grupo

e consequente letalidade.

Palavras-chave: Maléria, eritropoiese, figado, células de Kupffer, suscetibilidade

infante.



ABSTRACT
Malaria remains a major threat to public health worldwide, and children under 5 years
old are the main fatal victims of this disease. The liver plays an essential role in the
course of infection. The singular characteristics of the hepatic endothelium, together
with different immune cell populations, including tissue macrophages, are directly
involved in serious complications, such as severe malarial anemia, responsible for a
large number of infant deaths. Studies developed by our group show that the liver
undergoes a hematopoietic transition throughout postnatal development, and the
spleen and bone marrow of neonates have different cell profiles when compared to
adults. However, studies on the relationship between hematopoietic development and
the severity of malaria and experimental models that reproduce childhood susceptibility
are lacking. Aim: To propose an experimental model in mice that can be useful in
understanding the mortality of children from malaria, characterizing the dynamics and
mechanisms involved in erythropoiesis in response to Plasmodium chabaudi infection.
Results and conclusion: We standardized malaria infection in mice in different ages
throughout life, and a higher parasitemia in infant mice than in neonates and adults
was observed. In addition, infant mice infected with P. chabaudi presented anemia at
the peak of infection and did not survive. Using flow cytometry, we saw that the
hematopoietic niches of infants - bone marrow, spleen and liver - showed increased
erythroid precursors during malarial infection, whereas adults suppress erythropoiesis.
We also showed that there is a greater number of erythrocyte precursors in the
peripheral blood of infant animals than in adults, and these precursors can be infected

by P. chabaudi, contributing to the group's hyperparasitemia and consequent lethality.

Keywords: Malaria, erythropoiesis, liver, Kupffer cells, infant susceptibility.
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1 Introducgéo

1.1 Caracteristicas epidemiolégicas e patoldgicas da maléria

A maléria é uma doenca infecto-parasitaria que afeta cerca de 219 milhdes
de pessoas em regides tropicais e subtropicais, sendo responséavel por cerca de
435.000 mortes anualmente (Weiss et al., 2019). Criancas menores de 5 anos de
idade representam aproximadamente 70% das vitimas sendo, portanto, um dos
grupos mais vulneraveis afetados pela malaria, o que a considera uma das principais
causas de mortalidade infantil (llustragdo 1) (WHO, 2019).

A maioria das mortes por malaria em humanos é causada por duas principais
espécies de parasitos protozoarios: Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax
(Achidi et al., 1996). Varias espécies de parasitos, como por exemplo Plasmodium
chabaudi infectam roedores, mas ndo humanos (Craig et al., 2012). Diferentes cepas
de parasitos de roedores utilizados em laboratérios induzem uma gama de condi¢des
imunoldgicas e patoldgicas, que se assemelha aquelas condicdes fisiopatoldgicas da
infeccdo por plasmédio em humanos (Craig et al., 2012). Como tal, camundongos
infectados com diferentes cepas de parasitos sdo modelos Uteis para estudar distintas
condic@es clinicas sistémicas e 6rgao-especificas da malaria.

Os protozoarios induzem patologias complexas, especificas e dependente
do estagio de infeccéo, podendo ter desde sintomas leves, como febres periddicas
caracteristicas, calafrios, tontura, mal-estar, desconforto abdominal e nauseas, e a
medida que a infeccdo progride e a carga parasitaria aumenta, 0S processos
patogénicos seguem, resultando em anemia grave, acidose sanguinea, malaria
cerebral, esplenomegalia e hepatomegalia (Guha et al., 2006, Bhalla et al., 2006).

A maioria das mortes por malaria em humanos é causada por duas
principais espécies de protozoarios parasitos: Plasmodium falciparum e Plamodium
vivax. Varias espécies de parasitos, como por exemplo Plamodium Chabaudi infectam
roedores, mas ndo humanos. Diferentes cepas de parasitos de roedores usados em
laboratérios exibem uma gama de condicdes imunologicas e patoldgicas,
assemelhando-se a um amplo espectro de condi¢des fisiopatoldgicas da infecgéo por
malaria humana (Craig et al., 2012). Em adi¢cdo, camundongos infectados com P.

chabaudi sdo modelos Uteis para estudar distintas condi¢ges clinicas sistémicas e
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orgao-especificas da maléaria humana, por se assemelhar hematologicamente com

P.falciparam (Stephens et al., 2014).

Lower respiratory infections | 508,920
Neonatal preterm complications I 549,439
Diarrheal diseases 533,768
Neonatal asphyxia & trauma I, 533,250
Congenital birth defects |GGG 501,764
— Malaria [N 354,294
Other neonatal disorders |GGG 349,002
Neonatal sepsis & infections [N 203,013
Meningitis |INIIENEGgN 153,058
Nutritional deficiencies I 145,073
Whooping cough I 86,091
Measles I 83,439
HIV/AIDS I 77,485
Drowning [ 59,835
Tuberculosis [l 57,370
Cancers [l 49,916
Road accidents [l 49,068
Digestive diseases JJJl] 40,177
Cardiovascular disease JJll 30,091
Fire |l 17,200
Hepatitis ] 13,943
Kidney disease JJ 12,980
Homicide Jj 11,815
Liver disease | 7,808
Heat-related deaths (hot or cold exposure) | 3,133
Diabetes mellitus | 1,714
Natural disasters | 649

0 100,000 300,000 500,000 800,000

llustracd@o 1: Principais causas de mortalidade infantil no mundo: Maléaria é a 62 principal
causa de mortalidade infantil em criancas menores de 5 anos. Adaptado de Organizacédo da
Mundial da Saude, 2019.

1.2 Estagios da infeccdo: mecanismos envolvidos na suscetibilidade a

malaria

1.2.1 Fase hepatica da infec¢céao

A infeccdo malarica comeca quando o vetor, o mosquito do género
Anopheles, infectado pelo protozoario do género Plasmodium, inocula um namero
substancial de esporozoitos no hospedeiro vertebrado, que sdo capazes de passar
pela barreira epitelial e atingir a corrente sanguinea do individuo (Crompton et al.,
2014). Esses esporozoitos entram no figado, como primeiro alvo, onde infectam os
hepatdcitos (célula parenquimal do figado) (Mota et al., 2001). Os esporozoitos
passam, por via paracelular, por varios hepatocitos antes de selecionar um para
invasdo (Loubens, 2020). O mecanismo molecular da passagem de esporozoitos,
para invasdo, permanece mal compreendida, mas pode ser determinada pelos niveis
de sulfatacdo de proteoglicanos de heparanossulfato de hepatécitos (HSPGSs)

(Loubens, 2020). Quando a invasao é bem-sucedida, o esporozoito (forma infectante
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do plasmdédio) se estabelece dentro de um vacuolo parasitéforo, com a membrana
derivada de hepatdcitos, formando a interface com o citoplasma do mesmo. O vacuolo
parasitoforo € essencial para a sobrevivéncia do parasito e € extensivamente
remodelado, tanto para escapar das defesas dos hepatécitos, quanto para utiliza-lo
como um canal para a absorgdo de nutrientes derivados da célula hospedeira (Nyboer,
2021). Se essas perturbagdes iniciais forem bem-sucedidas, o parasito sofre extensa
replicacéo de suas organelas, resultando na formacéao de esquizontes multinucleados
(forma multinucleada do plasmddio) e resulta na formacdo de merozoitos (forma
infectante de eritrécito) (Vaughan, 2017). Este periodo representa o primeiro estagio
da infeccéo, referido como o estagio hepatico ou fase exoeritrocitica, que é o estagio
silencioso da doenga, ndo induzindo o desenvolvimento de sintomas ao hospedeiro
(Sturm et al., 2006). Apdés a maturacao do parasito, os hepatdcitos liberam novos
merozoitos na corrente sanguinea.

Embora seja um estagio silencioso, assintomatico, os hepatdcitos
infectados por parasitos produzem IFN (interferon) tipo | em resposta a deteccéo
citosolica do RNA do parasito (Miller et al., 2014). Esta resposta de citocinas contribui
para a morte dos hepatécitos infectados por parasitos, através da acéo de linfocitos
natural killer (NKT), expondo os componentes do parasito a células apresentadoras
de antigenos (APCs) (Liehl et al., 2014). As APCs, principalmente células dendriticas
e macroéfagos, podem potencialmente reconhecer os parasitos expostos. Além disso,
alguns esporozoitos que entram na circulagdo sanguinea podem nao invadir os

hepatocitos e morrer (Holz et al., 2016).

1.2.2 Fase sistémica da infeccéao

Os merozoitos séo liberados dos hepatécitos infectados e, quando
maduros, perdem a capacidade de infectar hepatdcitos. No entanto, merozoitos
maduros passam a infectar eritrécitos. Logo apds a infec¢ao dos glébulos vermelhos
(IRBCs), os parasitos aparecem morfologicamente como anéis dentro de iRBCs
(Chang et al., 2004). Os parasitos, entdo, se desenvolvem em trofozoitos e finalmente
sofrem esquizogonia (divisdo celular do plasmédio) para formar merozoitos
diferenciados, que séo liberados na corrente sanguinea. Cada eritrocito amadurecido
na fase esquizonte libera novos merozoitos, que podem invadir outros glébulos
vermelhos. Este ciclo de invasdo de eritrocitos e do crescimento do parasito é

chamado de infec¢do sanguinea ou fase eritrocitica (Mota et al., 2001).
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No estagio intraeritrocitico, os eritrocitos parasitados pelos plasmédios sdo
sequestrados em pequenos vasos sanguineos e induzem o comprometimento do fluxo
sanguineo local, levando a disturbios e falhas em vérios 6rgaos, inclusive no figado
(Yazdani et al., 2006). Os sinuséides hepéaticos sao vasos estreitos, nos quais o fluxo
sanguineo é mais lento do que em outros capilares. Esse padrdo incomum de fluxo
sanguineo é contribuido pelo estreito diametro dos sinusoides, pela contracdo dos
esfincteres dos musculos lisos contrateis nas paredes das arteriolas hepaticas
(Macsween e Scothorne, 1979; Macphee et al., 1995). O fluxo sanguineo lento e
essencial para permitir que antigenos presentes na circulagéo entrem em contato com
as células de Kupffer (KCs), macréfagos que residem no limen dos sinuséides
hepaticos (McCuskey e Reilly, 1993). Essa arquitetura Unica favorece, também, as
interacdes entre leucdcitos circulantes e células hepaticas por interacdes via
moléculas de adeséo. No figado, as células Kupffer, que se encontram ancoradas "as
células endoteliais sinusoidais, formam a primeira linha de células imunes hepaticas,
detectando e orquestrando respostas contra toxinas, bactérias e parasitos
transmitidas pelo sangue (Heymann et al., 2015). A localizac&o estratégica das células
de Kupffer, portanto, lhes permite detectar os iIRBCs infectados aderidos ao endotélio
vascular hepatico desde os estagios iniciais da infeccao (Lai et al., 2018).

Além disso, durante o ciclo de replicagéo intraeritrocitico, ocorre a formacéo
da hemozoina, um pigmento produzido pelo Plasmodium spp., que é produto da
metabolizacdo da hemoglobina hospedeira, promovendo a agregacao de moléculas
toxicas formadas pelas por¢cdes heme (Egan, 2002). Uma vez que o esquizonte
passou por replicacdo dentro do iRBC do hospedeiro, o eritrécito se rompe, liberando
hemozoina que pode ser fagocitado por mondcitos e neutréfilos circulantes e
macrofagos teciduais (Krugliak et al., 2002; Awandare et al., 2011) A caracteristica
mais generalizada observada no figado € a hiperplasia das células de Kupffer com
deposicao de hemozoina (Akilesh et al., 2019).

As células de Kupffer (KCs) respondem a infeccdo parasitaria sistémica
através de mecanismos de morte celular, liberando alarminas que, por sua vez
induzem o recrutamento de mondcitos inflamatérios que, ao final da resposta
inflamatoria contribui para o repovoamento da populacdo de KCs (Lai et al., 2018).

A fagocitose dos eritrcitos, plaquetas e leucécitos pode ser um dos
principais contribuintes para as citopenias agudas, incluindo a anemia. Além disso, as

células de Kupffer, podem ser hiperativadas durante a infeccdo por plasmadio, e
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fagocitar ndo sO eritrocitos infectados e defeituosos, mas também eritrcitos
saudaveis, contribuindo para a anemia grave da maléria (Akilesh et al., 2019).

Ap6s ativacdo, as células de Kupffer podem produzir mediadores
inflamatorios, IL-1B (interleucina-1 beta), TNF (fator de necrose tumoral), radicais de
oxigénio e proteases necessarias para degradacdo do parasito. Tais mediadores
inflamatdrios podem causar ativacdo e dano ao tecido circundante, especialmente
guando produzidos em grandes quantidades. Os leucdcitos sanguineos também se
infiltram no figado e produzem mediadores inflamatérios, aumentando assim a
inflamacéo hepética (Brugat et al., 2020).

Portanto, o figado contribui significativamente para a patologia grave da
malaria, através da fagocitose de globulos vermelhos infectados (iIRBC) e hemozoina,
como ja foi evidenciado pela abundante deposicdo de pigmento em amostras
histol6gicas hepaticas de pacientes (Bahlla et al., 2006; Awandare et al., 2011). Além
disso, em modelos de malaria em camundongos, os niveis mais altos de hemozoina
sédo encontrados no figado em comparacao com outros 6rgéaos, incluindo o baco, e os
niveis totais desse pigmento aumentam com a severidade da doenca (Awandare et
al., 2011).
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llustragdo 2: Fases da infeccdo por Plasmodium spp. A) Fase hepatica assintomatica. B) Fase
Sintomética: Hemodlise, ativac@o endotelial pelo aumento da expressao de integrinas, hemofagocitose
pela ativacdo de macrofagos teciduais.
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1.3. Eritropoiese durante o desenvolvimento pos-natal e em decorréncia da
malaria

A eritropoiese é a formacao, crescimento e maturacao dos eritrécitos, desde
a célula-tronco hematopoiética, passando pelas células progenitoras hematopoiéticas
(HSCs) e se diferenciando em células multipotentes: linfoides (que darédo origem aos
linfécitos) e em mieloides (Hanspal et al., 1994). As Ultimas originam além dos
eritrécitos, os leucécitos e as plaquetas. Na medula éssea, a eritropoiese,
normalmente, se faz pela diferenciacdo da célula tronco em célula da linhagem
eritrocitaria, o proeritroblasto, que pela acdo de fatores bioquimicos especificos se
diferencia nas seguintes células: eritroblasto basofilo, eritroblasto policromatofilo,
eritroblasto ortocromatico e reticulécito, esse ultimo, é liberado para a circulacao
sanguinea periférica (Hanspal et al., 1994).

Em organismos adultos e em homeostase, esse processo é regulado por
elementos do microambiente da medula 6éssea, como fatores de crescimento, fatores
de transcricao e citocinas, por exemplo o hormonio eritropoietina, produzido pelos rins
e hepatdcitos (Mikkola e Orkin, 2006). Além disso, a eritropoiese ocorre em nichos
especializados denominados “ilhas eritroblasticas”, compostas de eritroblastos em
torno de um macrofago central (Hanspal et al.,, 1994). Acredita-se que esses
macrofagos promovam a proliferacdo e maturacdo de eritroblastos e fagocitam o
pirendcito nucleado (o restante da divisdo celular final que cria o reticuldcito
enucleado) (McGrath et al., 2015).

Durante o desenvolvimento embrionério e fetal, no entanto, a eritropoiese
ocorre em diferentes 6rgaos: saco vitelino, linfonodos, figado fetal e baco. (McGrath,
2015). Em camundongos, no dia embrionario 9.5, o figado inicia seu papel
hematopoiético, sendo o principal sitio de hematopoiese fetal (Lee et al., 2012). A
medida que o feto se desenvolve, o nimero de células eritroides aumenta, sendo a
eritropoiese, a principal funcdo do 6rgédo nesse periodo. A medida que ocorre a
diferenciacdo dos hepatoblastos e maturacdo dos hepatdécitos, o 6rgdo nao suporta
mais essa funcdo hematopoiética, que entdo, é assumida pela medula 6ssea antes
do nascimento, e continua por toda vida. (Gruppuso e Sanders, 2016). Entretanto, em
determinadas circunstancias patoldgicas, principalmente como mecanismo
compensatorio pela destruicdo da fungdo propria da medula 6ssea, a génese dos

eritrécitos se desloca para outros 6rgdos, como baco e figado. Este processo,
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chamado eritropoiese extramedular, € uma caracteristica importante, mas pouco
compreendida, de doencas hematoldgicas e de infecgbes, como a malaria (Barberéa-
Guillem, 1989; Yang et al., 2020).

Sabemos também, que a hematopoiese hepatica pode persistir apds o
nascimento por um periodo de duas semanas em camundongos (Grossi, 1985).
Dados publicados pelo nosso grupo (Nakagaki e Mafra et al., 2018) revelou que o
figado murino passa por um periodo de alteracbes apds o0 nascimento até a fase
adulta, onde observamos a transi¢cdo da populacdo mieloide em neonatos para uma
populacdo linfoide em adultos. Também mostramos a diferenca na organizacao
celular e vascular, em que nos primeiros dias ap0s 0 nascimento ndao apresentam um
padrao claro de organizagéao, com ilhas de células imunes no parénquima hepatico e
vasos em forma de colmeia, e vdo se modificando até ficarem completamente
organizados em corddes de hepatdcitos entremeados por sinusoides com células
imunes dentro dos vasos, em adultos. Neste mesmo estudo, evidenciamos a
incapacidade de células de Kupffer de capturar bactérias e também de apresentarem
uma baixa expressao de genes relacionados com a funcao de captura de patégenos
em camundongos neonatos (Nakagaki e Mafra et al., 2018).

Tendo em vista estas descobertas do desenvolvimento hematopoiético pos-
natal, e a importancia dos fatores envolvidos na suscetibilidade infantil a malaria,
pretendemos com o presente estudo caracterizar a dinamica das células
hematoldgicas envolvidas no processo que corresponde a malaria grave, visto que
pode haver uma importante relacdo entre a transicdo da hematopoiese durante o

desenvolvimento, e a gravidade da infec¢cdo malarica em criancas.

1.4. Suscetibilidade infantil: anemia da malaria grave

A anemia € a principal complicacdo da malaria responsavel pela alta taxa
de mortalidade em criancas, sendo também considerada a principal manifestacao
clinica da malaria infantil, podendo ser responsavel por mais de 40% de mortalidade
nas populacées pediatricas com maléria (GBD, 2016). E importante ressaltar que altos
niveis de parasitemia podem resultar em infecdo e hemdlise macica de eritrocitos,
resultando em anemia profunda (Chang et al., 2004, Awandare et al., 2007). Na
tentativa de controlar a parasitemia, o hospedeiro libera uma série de citocinas pré e
anti-inflamatérias, quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas efetoras, como

parte da resposta imunoldgica (Like et al., 2004). Dependendo da magnitude e do
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momento da liberacdo do mediador inflamatério, a resposta imune a malaria pode
resultar em controle bem-sucedido da parasitemia ou, alternativamente, em um
desequilibrio do meio inflamatério que pode induzir dano ao hospedeiro, incluindo a
supressdao da atividade eritropoética, o que acaba contribuindo para o grave quadro
de anemia (Awandare et al., 2007).

Em humanos adultos infectados por P. falciparum h& dano parenquimatoso
da medula éssea, hipercelularidade e hiperplasia eritroide, mas auséncia de dano a
unidade formadora de eritrécitos (BFU-E) ou unidade formadora de coldnias-eritrécito
(CFU-E). Além disso, ha o envolvimento de citocinas e outros mediadores da
inflamacé@o na eritropoiese inadequada durante a malaria pois sabe-se que as
citocinas desempenham um papel na maturacdo de células eritroides (Chasis e
Mohandas, 2008). A IL-6 induz a expressao da hepcidina, que é um regulador principal
da mobilizacdo de ferro, levando a diminuicdo da disponibilidade de ferro para a
eritropoiese, o TGF inibe a proliferacéo de eritroblastos, o TNFa induz a clivagem do
principal fator de transcricao eritroide, GATA-1, e a producéo de IFN-y induzidos por
macrofagos expressando TRAIL (ligante indutor de apoptose) inibindo a diferenciacao
de eritroblastos (Lyke et al., 2004).

Embora existam estudos que identificaram que ha grande presenca da
hemozoina em mondcitos e macréfagos em criangcas com eritropoiese ineficaz, e que
progenitores eritréides localizados nas proximidades de macrofagos contendo
hemozoina tém anormalidades do desenvolvimento celular, ainda néo foi elucidado o
mecanismo pelo qual a eritropoiese € prejudicada (Egan, 2002; Casals-Pascual et al.,
2006). Em criancas, portanto, o mecanismo de supressao da eritropoiese nao e bem
compreendido, comprometendo o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas para amenizar a principal complicacao clinica da malaria infantil (Were et
al., 2009, Helleberg et al., 2005).
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2. Justificativa

Embora exista ha milhares de anos, e muitas organizagcdes concentrem
esforcos na tentativa de erradicar a maléria, ainda ha muitas lacunas no entendimento
de aspectos patoldgicos, principalmente dos envolvidos na letalidade de criancas
(Organizagdo Mundial da Saude, 2020). Aplicacdo e desenvolvimento de vacinas
direcionados aos estagios hepaticos ou sanguineos do Plasmodium spp. sofrem de
falta de eficacia alongo prazo em areas endémicas (Doll e Harty, 2014; Laurens, 2020;
Agnandji et al., 2012), e os medicamentos antimalaricos sdo frequentemente
comprometidos pela resisténcia emergente do parasito (Crompton et al., 2014).

Aspectos hepéticos estéo fortemente relacionados com o estabelecimento
da maléria, tanto durante a fase inicial, onde o parasito usa a estrutura do 6rgao como
primeiro sitio de replicacdo, quanto durante o desenvolvimento e progressdo da
doenca, em que o perfil e a dindmica da populacdo imune hepatica se modificam, a
arquitetura vascular € comprometida, e a disfuncdo de eritropoiese acontece. No
entanto, a capacidade do figado e dos demais 6rgaos eritropoiéticos; medula 6ssea e
baco, durante o desenvolvimento pos-natal, de realizar a eritropoiese compensatoria
no decorrer da anemia induzida por maléaria, bem como a contribuicdo para a doenca
de células imunes hepaticas, que passam por periodo de transicdo, ndo € bem
compreendida. Visto que o desenvolvimento hematopoiético apds o0 hascimento pode
ser determinante no estabelecimento e evolucdo da infecdo em criancas, nesse
estudo, visamos fornecer novos entendimentos dos mecanismos envolvidos na
mortalidade e sequelas da maléaria, fornecendo bases para novas alternativas

terapéuticas e abordagens clinicas para tratar os sintomas da malaria infantil.
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3 Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver um modelo experimental em camundongos que possa ser Util
no entendimento da mortalidade de criancas por maléaria, caracterizando a dinamica e
0s mecanismos envolvidos na eritropoiese em resposta a infecgdo por Plasmodium

chabaudi.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Padronizar o modelo de infec¢ao por P. chabaudi em camundongos em
diferentes idades ap0s o nascimento.

3.2.2 Avaliar a sobrevivéncia e a cinética da parasitemia dos camundongos
infectados por P. chabaudi.

3.2.3 Avaliar parametros hematolégicos em camundongos infantes e adultos
infectados por P. chabaudi.

3.2.4 Avaliar a producao de progenitores eritroides em resposta a infec¢éo, em
diferentes nichos hematopoiéticos, em camundongos infantes e adultos, por citometria
de fluxo.

3.2.5 Quantificar a populacéo de células de kupffer em camundongos infantes
e adultos infectados, por citometria de fluxo e microscopia confocal.

3.2.6 Avaliar a expresséao de genes reguladores da eritropoiese por RT-PCR no

tecido hepatico
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4 Material e Métodos

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 provenientes do
biotério do Centro de Biologia Gastrointestinal (ICB/UFMG) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG). Os animais de diferentes idades, a partir do dia do
nascimento (dia 0), uma semana (dia 7), duas semanas (dia 14), trés semanas (dia
21), quatro semanas (dia 28) e oito semanas (adulto), foram gerados de matrizes
(grupos de duas fémeas para cada um macho), e acondicionados em microisoladores
com racdo (NUVILAB) e agua ad libitum, em condi¢cdes controladas de temperatura
(24°C) e Iluminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12h). Os procedimentos
experimentais foram aprovados e realizados de acordo com as normas do Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CEUA — UFMG) sob o protocolo
133/2021.

4.2 Modelo de infeccdo por Plasmodium chabaudi

Amostras criopreservadas da cepa de Plasmodium chabaudi chabaudi (AS),
foram descongeladas em temperatura ambiente e posteriormente inoculadas via
intraperitoneal (100uL/animal). A manutencéo da cepa foi feita em passagens seriais
em camundongos C57BL/6, uma vez por semana, até dez vezes (dez semanas). Para
infeccdo experimental, os camundongos foram inoculados por via intravenosa, com
1x10° eritrocitos infectados, nas diferentes idades: 0 (recém-nascido, no dia do
nascimento), 1, 2, 3, 4 e 8 semanas. Os animais do grupo “controle” receberam o
mesmo volume de PBS estéril, administrado via intravenosa. A parasitemia foi
guantificada por esfregacos sanguineos, corados por panético rapido (Laborclin) e
analisada em microscopio 6ptico, a cada dois dias, e a sobrevivéncia dos animais

infectados foi analisada durante trinta dias apos a infec¢ao.

4.3 Parametros hematolégicos
As amostras de sangue foram coletadas via plexo retro-orbital e depositadas
em microtubos contendo Na>-EDTA e posteriormente adquiridas em um analisador
hematolégico automatico (Celltac MEK 6550J/K) e os indices hematimétricos foram
obtidos. Para andlise manual, foi retirado 1uL de sangue, por puncéo da veia caudal,

em seguida diluido em PBS (1:200), a contagem do numero total de eritrocitos por
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mm? foi feita através da observacdo do quadrante central da caAmara de Neubauer por
microscopio optico. A concentracdo de hemoglobina foi mensurada através do ensaio
colorimétrico de cianometahemoglobina (Bioclin ref. KO23) de acordo com o protocolo
do fabricante, e lida em espectrofotdmetro (VERSAmax, Molecular Devices, San Jose,
CA, USA) a 540 nm.

4.4 Inducdo de anemia hemolitica pela administracdo de Fenilhidrazina

Os camundongos de 4 e 8 semanas de idade, receberam por via
intraperitoneal, 0,05 mg/g de fenilhidrazina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), por
dois dias consecutivos (tratamento de duas doses) ou por sete dias consecutivos
(tratamento continuo) e a curva de mortalidade foi analisada. No 4° dia apos o
tratamento, foi feita a contagem total dos eritrocitos e a dosagem de hemoglobina
(Item 4.3), de ambos os grupos tratados.

4.5 Isolamento de células ndo-parenquimais hepaticas

Os animais foram anestesiados, com injecdo subcutanea de ketamina
(80mg/kg) e xilazina (15mg/kg) (Syntec), diluidos em salina fisiolégica. Os animais
receberam 4ul/g do anestésico. Apos a anestesia, foram submetidos a laparotomia
seguida da retirada do figado. O figado retirado foi macerado e digerido numa solucéo
de RPMI 1640 e colagenase a 0,5 mg/mL, sob agitacdo, a 37°C. Apos a digestao, os
hepatocitos foram separados por centrifugacéo diferencial, recuperando-se entdo as

células ndo-parenquimais hepaticas.

4.6 Avaliacao do perfil celular por Microscopia Confocal Intravital

Os animais receberam por via intravenosa (i.v.), uma solucédo de 0,1 mL/g
contendo os anticorpos conjugados aos fluorocromos para evidenciar células
endoteliais: anti-CD31 conjugado a BV421 (3 ug/20g, BD Bioscience) e células de
Kupffer: anti-F4/80 conjugado a BV480 (3 ug/20g, BD Bioscience). Apdés 10 minutos,
os animais foram anestesiados por via subcutanea com ketamina (80 mg/Kg, Syntec)
e xilazina (15 mg/Kg, Syntec) e submetidos a cirurgia para exposi¢cao do figado. O
animal com o figado exposto foi posicionado sobre laminula em suporte de acrilico
adaptado para uso no microscopio. As imagens foram adquiridas em microscépio
confocal Nikon Eclipse Ti Al (Nikon, Japao) e analisadas com o auxilio do software

NIS-Elements (Nikon, Jap&o).
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4.7. Isolamento de células eritroides dos 6rgdos hematopoiéticos

Os animais de 4 e 8 semanas de idade, no sétimo dia ap0s a infec¢éo e os
animais do grupo controle, foram anestesiados, com inje¢édo subcutanea de ketamina
(80mg/kg) e xilazina (15mg/kg) (Syntec), diluidos em salina em concentracdo
fisiolégica. Apés a anestesia, os animais foram submetidos a laparotomia seguida
exsanguinacgdo pela veia cava inferior, retirada do figado, baco e medula 6ssea. O
sangue foi coletado em heparina a 5000UIl/ml e centrifugado a 400 x g por 10 minutos
para obtencao de células eritroides e progenitores. O figado retirado foi macerado e
digerido numa solucdo de RPMI 1640 e colagenase VIl a 0,5 mg/mL, sob agitacéo, a
37°C. Apos a digestéao, os hepatocitos foram separados por centrifugacéo diferencial,
recuperando-se, entdo, as células ndo-parenquimais hepaticas. O baco foi macerado
mecanicamente e centrifugado a 400 x g por 10 minutos para obtencdo dos
progenitores de eritrocitos. A medula 0ssea foi adquirida através da lavagem do fémur
e tibia com solucdo RPMI 1640, seguida da mesma centrifugacéo para obtencdo dos

precursores eritréides.

4.8 Citometria de fluxo
4.8.1 Analise de células de Kupffer
Apés isolamento das células ndo-parenquimais hepaticas, 5 x 105 de
células, de cada amostra, foram marcadas com anticorpos acoplados a fluorocromos,
especificos para leucécitos; anti-CD45 conjugado a APC e para células de Kupffer;
anti-F4/80 conjugado a FITC. As amostras foram adquiridas no citbmetro de fluxo
Accuri C6 (Beckinton Dickinson — BD) e analisadas no software FlowJo v10.
4.8.2 Analise de progenitores eritroides dos compartimentos
hematopoiéticos
As células obtidas do isolamento do sangue, figado, baco e medula 6ssea,
foram contadas, e 1x10° células de cada amostra foram marcadas com os anticorpos
anti-CD71 conjugado a PE (0,2mg/ml BD, Bioscience) e anti-Ter119 conjugado a APC
(BD, Bioscience) para identificacdo da populacdo de precursores eritroides, em
seguida, foi realizada a aquisicdo das amostras no citdmetro de fluxo Cytoflex
(Beckman Coulter CytoFlex,) e as analises dos dados realizadas no software FlowJo
10.



24

4.8.3 Anédlise da parasitemia em precursores eritroides e em eritrécitos
maduros do sangue periférico
Foram coletados 5 pl do sague periférico, por puncdo da veia caudal, e
depositados em tubos contendo 195 pL da solugéo de coloracédo: 5 yM Hoechst
33342, FVS-510 (BD, Bioscience), CD71 conjugado a PE (0,2mg/ml BD, Bioscience)
e anti-Ter119 conjugado a APC (BD, Bioscience), heparina (30 U/mL) e PBS. Apés o
protocolo de marcacédo celular, as amostras foram adquiridas em citdmetro de fluxo
Cytoflex (Beckman Coulter CytoFlex,) e as andlises dos dados realizadas no software
FlowJo 10.

4.9 Extracdo de mRNA e PCR em tempo real

A extracdo de RNA do figado total foi realizada a partir de 20 mg de tecido, com
o Kit ReliaPrepTM RNA Tissue Miniprep System (Promega) seguindo as instrucoes
do fabricante. O RNA total foi eluido em agua livre de nuclease. A quantidade de RNA
total foi quantificada em NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
e foram utilizados 60 ng de RNA para a transcri¢ao reversa utilizando o KIT iScriptTM
cDNA Synthesis. O cDNA resultante foi amplificado por PCR utilizando-se kit iTaqgTM
Universal SYBR (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) em um termociclador Rotor-Gene Q
(Qiagen, Hilden Germany). Os primers utilizados nesse trabalho estdo descritos na

seguinte tabela:

GENE Primer Sequéncia

Foward |5 ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA 3’

GAPDH
Reverse | 5 CGGCCAAATCCGTTCACACCGA 3
Foward |5 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 3’
IL-6
Reverse | 5 TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC &
Foward |5 AAGCAGGGCAGACATTGCGAT 3’
HAMP

Reverse | 5 GAGGATGTGGCTCTAGGCTATGT 3
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A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para cada grupo de
iniciadores foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na eficiéncia de
amplificagdo. Os Cts obtidos para os genes de interesse foram normalizados
subtraindo-se o valor do Ct obtido para o gene de referéncia (GAPDH) de cada
amostra. Com esse valor, agora chamado de ACt, calculou-se o AACt, que
corresponde ao ACt amostra — ACt do controle. Nesse estudo, utilizamos os controles
(n&o infectados) de cada idade (4 e 8 semanas) para a comparacao dos respectivos
grupos infectados. A relacdo da expressao génica entre a amostra e o controle foi
calculada utilizando a férmula 2 —AACt. Todas as amplificagbes foram seguidas de
uma curva de dissociagdo, chamada “curva de melting”, na qual foi avaliado se néo

houve formacé&o de produtos inespecificos, comprovando a especificidade da reacéo.

4.10 Analise estatistica
A andlise estatistica dos dados, bem como a elaboracdo dos graficos, foi
realizada com o auxilio do software GraphPad Prism 8.0.1. Os valores foram
expressos como a meédia £+ EPM (erro padrédo da média). A comparacdo entre os
grupos foi feita utilizando-se two-way ANOVA. Os grupos foram considerados

significativamente diferentes quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05.
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5. Resultados

5.1 Camundongos infantes sdo mais suscetiveis a infeccdo por

Plasmodium chabaudi

Visando padronizar o modelo de infeccdo malarica em camundongos ao
longo do desenvolvimento, inoculamos 1x10° eritrdcitos infectados com Plasmodium
chabaudi, por via intravenosa, em animais nas idades de 1, 2, 3, 4, e 8 semanas de
vida. Através de esfregacos sanguineos, corados com pandético rapido e analisados
em microscopio 6ptico, observamos que animais adultos (8 semanas) possuem o pico
de parasitemia no 7°dia ap0s a infeccao, com a média de 28% de eritrdcitos infectados
(Figura 1). Curiosamente, 0s animais que receberam o indculo no dia do nascimento
(dia 0) ndo apresentaram parasitemia evidente (<1%) ao longo dos 30 dias
observados (Figura 1B). De maneira interessante, os animais que receberam o
in6culo com 1, 3 e 4 semanas de idade, foram 0s que apresentaram 0 maior pico de
parasitemia (média > 50%) (Figura 1B). A maior suscetibilidade a infeccédo foi
observada em animais infantes, que morreram apos a 32semana de vida. Dentre estes
grupos de camundongos infantes suscetiveis, 0 que apresentou a maior taxa de
letalidade foi o grupo de 4 semanas de idade, infectado, o qual teve o0 pico de
parasitemia no 7°dia apés o inéculo, com a média de 59% de eritrocitos parasitados
e 100% de mortalidade (Figura 1A-B). A partir destes achados, selecionamos o0s
grupos de animais infantes (4 semanas), por serem 0S mais suscetiveis e o 7° dia
apos a infeccao, por ser o pico da parasitemia, para representar nosso modelo de
suscetibilidade infante por malaria, o comparando com o grupo de adultos (8
semanas) nos experimentos realizados.
Esse conjunto de dados nos indica que camundongos infantes infectados

por P. chabaudi sdo mais suscetiveis, por possuirem hiperparasitemia (superior a 50%

de iIRBCs) e menor sobrevida quando comparado com animais neonatos e adultos
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(Figura 1). Portanto, nosso modelo de infeccéo € util para ser abordado no contexto

de suscetibilidade infantil & malaria.
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Figura 1. Suscetibilidade de camundongos infantes ainfeccéo por P. chabaudi. A) Curva
de sobrevivéncia ao inéculo, i.v. de 1x10° (iRBC) eritrocitos infectados. B) Pico de parasitemia durante
30 dias apos o indculo de 1x10° iRBC. C) Esfregaco de sangue de animais infectados com P.chabaudi
(setas pretas), corados com pangtico rapido, observados ao microscoépio éptico, 7 dias apds o inéculo.
Objetiva 100x. NUmero de animais por grupo = 18, em 3 experimentos independentes.

5.2 O modelo de infec¢cdo por Plasmodium chabaudi causa anemia em
camundongos infantes e adultos

Para avaliarmos os indices hematimétricos, frente a infeccdo, coletamos
amostras de sangue, via plexo retro-orbital, dos animais infantes (4 semanas) e
adultos (8 semanas), no 7° dia ap0s a infeccdo, e analisamos em um contador
hematoldgico automatizado. Através desta quantificacdo, notamos que 0s animais
infectados, tanto os adultos, quanto os infantes, apresentam reducdo do nimero de
eritrocitos (Figura 2A) e da concentracédo de hemoglobina (Figura 2B), diminuicéo de
plaquetas (Figura 2C), e também apresentaram menores indices de plaquetdcrito
(Figura 2D) e hematdcrito (Figura 2E), quando comparados com 0S animais
saudaveis. A reducédo destes parametros hematolégicos nos indica anemia nos grupos
dos animais infectados. Embora os animais adultos saudaveis, apresentem mais
leucdcitos que animais infantes saudaveis, a infeccdo nédo altera a contagem total de
leucécitos nos animais infantes e adultos (Figura 2F). A populagdo de linfécitos
parece ser responsavel pelo aumento no niumero de leucécitos (Figura 2H), enquanto

gue os granulécitos parecem nao ser diferente significativamente (Figura 2G).
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Os resultados dos parametros hematoldgicos, obtidos aqui, nos informa que
a infecgéo por P. chabaudi causa anemia e trombocitopenia em camundongos adultos
e infantes de maneira similar (Figura 2 A-E). Além disso, em condi¢cdes de
homeostase, animais adultos possuem maior numero de leucdcitos circulantes,
entretanto, a infeccdo nado altera esse indice entre os grupos analisados.

Tendo em vista que a mortalidade de animais infantes infectados, comeca
no 7° dia ap6s a infeccdo (Figura 1A) e coincide com o periodo de reducdo de
eritrécitos e hemoglobina observados (Figura 2 A-C), podemos indicar, portanto, a

anemia como um fator patolégico em camundongos infantes, no nosso modelo de
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Figura 2; Parametros hematolégicos. Analise de sangue total por contador hematolégico
automatico. A) Contagem total de eritrocitos. B) Concentracdo de hemoglobina em g/dL. C)
Hematdécrito em % do sangue total. E) Contagem total de plaquetas. F) Contagem total de
leucdcitos. G) Contagem total de granulécitos H) Contagem total de linfécitos. N=3 animais por
grupo. *p < 0.05. ns: ndo significativo estatisticamente.

7

5.3 Inducdo de anemia hemolitica continua é letal para camundongos
infantes e adultos

Para verificarmos se somente a anemia hemolitica poderia ser responséavel
pela mortalidade dos animais infantes (4 semanas de idade), induzimos a hemolise
nos animais infantes e adultos, através da administracdo de fenilhidrazina (phz),
por 2 ou 7 doses, em intervalos de 24 horas, por via intraperitoneal, e subsequente
contagem dos eritrocitos e dosagem de hemoglobina, apos o 4°dia de tratamento.
Notamos que todos os grupos de animais tratados com duas doses de
fenilhidrazina sobrevivem (Figura 3A), apesar de apresentarem anemia (Figura
3B-C), com reducéo de hemacias (~50%) e também diminuicdo de hemoglobina
(~70%). Embora a hemolise aguda nédo seja letal para os grupos de animais
analisados, em um modelo crénico de anemia hemolitica, através da administracao
de fenilhidrazina por 7 dias, vimos que 100% dos animais tratados ndo sobrevivem
(Figura 3D).

Os achados, apresentados aqui, nos mostra que a anemia aguda nao é letal
para camundongos infantes e adultos, em contrapartida, ambos os grupos nao
sobrevivem a inducao de hemdlise cronica (Figura 3). Portanto, esse resultado &
importante ao compararmos a anemia da malaria grave, em que ha ruptura

continua das hemacias devido ao crescimento e atividade dos merozoitos.
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Figura 3: Inducdo de anemia por administracdo de fenilhidrazina (phz). A) Curva de
sobrevivéncia ao tratamento de duas doses de 0,05 mg/g de fenilhidrazina. B) Contagem total de
eritrocitos em camara de Neubauer, 4 dias apés o tratamento de duas doses de fenilhidrazina. C)
Concentragdo de hemoglobina por teste de colorimétrico de cianometahemoglobina. D) Curva de
sobrevivéncia ao tratamento de doses continuas de 0,05 mg/g, por dia, de fenilhidrazina. N=3
animais por grupo. *p < 0.05.

5.4 Camundongos infantes promovem eritropoiese compensatdria durante a
infeccdo por Plasmodium chabaudi
Para caracterizarmos a dinamica da resposta eritropoiética nos camundongos
infantes durante a infeccéo, isolamos as células eritréides da medula 6ssea, baco,
figado e sangue, como descrito no item 4.7, e posteriormente analisamos 0s
precursores de eritrécitos por citometria de fluxo, através dos marcadores CD71 e
TER119 (Figura 4A). Demonstramos que animais adultos no 7° dia apés a

infeccdo, ndo alteram significativamente a porcentagem de proeritroblastos
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(CD71M9" Ter119'%) nos 6rgdos hematopoiéticos e sangue comparados com
adultos saudaveis (Figura 4B-E), enquanto animais infantes mostraram aumento
(~90%) destes progenitores na medula éssea (Figura 4B) e baco (Figura 4C). Nao
encontramos diferencas significativas na porcentagem de proeritroblastos
(marcadores de proeritroblastos) no figado (Figura 4D) e sangue (Figura 4E) de
animais infantes infectados comparados com o respectivo controle. Ao
analisarmos a porcentagem de eritroblastos (CD71* TER119*) na medula éssea,
notamos reducdo significativa dessas células em adultos infectados se
comparados a adultos saudaveis (Figura 4F), sugerindo a supressao da
eritropoiese medular durante a malaria. Curiosamente, de maneira oposta, 0s
camundongos infantes mostraram aumento da porcentagem de eritroblastos
durante a infeccdo por P. chabaudi em todos os orgdos analisados quando
comparados com os animais do grupo infantes saudaveis (Figura 4 B-I).

Em conjunto, os dados apresentados, nos mostra que camundongos adultos
infectados, suprimem a eritropoiese na medula 6ssea, e de maneira interessante,
0s camundongos infantes tém respostas contrarias a supressao da eritropoiese, e
em todos os 6rgdos hematopoiéticos, bem como no sangue, ha aumento de

precursores eritroides (Figura 4).
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Figura 4: Analise de progenitor eritroide por citometria de fluxo. A) Estratégia de andlise.
Proeritroblastos (% CD71M9" Ter119'°") na medula 6ssea (B), baco (C), figado (D) e sangue (E).
Eritroblastos (% CD71H9" Ter119*) medula déssea (F), baco (G), figado (H) e sangue (I). N=3 animais
por grupo. *p < 0.05. ns: ndo significativo estatisticamente.

5.5 Eritrécitos imaturos de camundongos infantes s&o nichos que

contribuem para hiperparasitemia

Objetivando saber se a producéo de progenitores de eritrocitos poderia ser um
nicho para invasdo de P. chabaudi em camundongos infantes, e portando,
responsavel pela hiperparasitemia observada no grupo, investigamos se o P.
chabaudi seria capaz de infectar progenitores. Para isso, utilizamos o Hoechst, um
intercalante de DNA, permeavel a membrana plasmatica, com finalidade de
identificarmos a presenca do plasmodio, e analisamos eritroblastos parasitados
(CD71* TER119* Hoechst*). Além disso, também verificamos a parasitemia em
eritrocitos maduros (CD71 TER119* Hoechst*) (Figura 5A). Confirmamos que
animais infantes possuem maior porcentagem de parasitos em progenitores
eritroides, se comparados com os animais adultos infectados (Figura 5B), e vimos

0 mesmo em eritrocitos maduros: o aumento de ~50% da parasitemia.
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Figura 5: Analise de parasitemia em precursores eritréides por citometria de fluxo. A)
Estratégia de andlise. B) Parasitemia em precursores eritrdides (CD71* TER119" Hoescht*). C)
Parasitemia em eritrécitos maduros (CD71 TER119* Hoescht*). N=5 animais por grupo. *p < 0.005

5.6 Células de Kupffer reduzem acentuadamente em adultos infectados, mas
ndo se alteram em infantes
Para analisarmos a populacéo de células de Kupffer (F4/80+), bem como sua
dindmica no figado apos a infeccdo por P. chabaudi, utilizamos a técnica de citometria
de fluxo (Figura 6) combinada com microscopia confocal (Figura 7). Por citometria de
fluxo, podemos observar uma tendéncia de reducao da porcentagem da populacéo de
F4/80* durante a infeccdo, tanto em infantes quanto em adultos, embora nao
represente diferenca estatisticamente significativa (Figura 6B). Por microscopia
confocal, confrmamos a reducdo da populacdo de células de Kupffer, de
aproximadamente 33% durante a infeccdo em animais adultos (Figura 7B e D).
Entretanto, em animais infantes, ndo notamos diferenga na contagem de células de

Kupffer em resposta a infeccdo (Figura 7A e D). Porém, é interessante notar que no
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figado de animais infantes saudaveis ha maior namero de células F4/80*, do que no
figado de animais adultos saudaveis, portanto, no momento da infec¢do, animais
infantes possuem maior quantidade de células de kupffer do que os animais adultos
(Figura 7D). Ao analisarmos pela luz transmitida do microscépio confocal,
observamos a presenca de hemozoina, cristal formado pelo P. chabaudi ao
metabolizar a hemoglobina. Ainda, notamos que ha maior acimulo de hemozoina nos
figados de animais infantes infectados, do que em adultos infectados. (Figura 7C).
Em suma, as analises de células de Kupffer, no ambiente hepatico, nos indica que
ao contrario do que ocorre em animais adultos infectados, camundongos infantes ndo
reduzem a populagao de células F4/80%, e ainda, que no ambiente hepético, ha maior

acumulo de hemozoina nesse grupo analisado (Figura 7).
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Figura 6: Analise de células de células F4/80* por citometria de fluxo. A) Estratégia de analise.
B) % de células de Kupffer (F4/80*). N=3, por grupo. ns: ndo significante estatisticamente.
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Figura 7: Quantificacdo de células de Kupffer por microscopia confocal. A) Microscopia
confocal do figado de camundongos adultos: controle e infectados, B) infantes: controle e
infectados. C) Observacéo de cristais de hemozoina através da luz transmitida. D) Quantificacao
de células F4/80* por campo. N=3 animais por grupo e 4 imagens por animal. *p<0,05. ns: nao
significante estatisticamente. Barra: 100um
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5.7. Hdaumento da expressédo de genes relacionados aeritropoiese no figado
de camundongos infantes infectados
Com o objetivo de identificar possiveis alteracbes na expressao de genes,
relacionados com a disfuncao da eritropoiese, no figado de animais infantes e adultos
infectados, coletamos 20 mg do tecido hepético, e posteriormente analisamos a
expressao génica de IL-6 e HAMP, que codifica hepcidina, um importante regulador
de ferro sistémico (Figura 8). A partir disso, observamos que animais adultos, ndo
alteram a expressao hepética de IL-6, entretanto, notamos aumento significativo de
IL-6 no figado de camundongos infantes infectados (Figura 8A).
A expressdao de HAMP, embora apresentasse tendéncia de aumento em

animais infantes infectados, ndo se mostrou significante estatisticamente (Figura 8B).

o
L5 A) B)
IL-6 Hepcidina
___________ 3 214
apés

. -
! infecgdo ! ns

-._.l ______ . ns

(8]
.

GPCR

Expressao relativa
'—0—| L]
Expressao relativa
~
5
|
1

i
'

Adu Infante Adulto Infante

Figura 8: Avaliacdo da expressdo génica do figado de camundongos infantes e adultos durante
a infeccdo. A) IL-6 B) HAMP. Os dados estéo representados como a média da expressado dos genes
alvo em relagéo ao seu respectivo grupo controle (AACT). Os dados foram normalizados pela média
geométrica dos CTs do gene constitutivo GAPDH. N =5 por grupo. *p < 0,05. ns: ndo significante
estatisticamente.
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6 Discussao

Criancas menores de 5 anos representam o grupo mais vulneravel a
maléaria, no entanto, faz-se necessaria a subdivisdo desse grupo para o melhor
entendimento e correlacdo com os estudos em condi¢cdes experimentais controladas.
Isso porque eles incluem subgrupos (neonatos, bebés, criancas e criancas da primeira
infancia), que tém diferentes caracteristicas imunoldgicas e interacfes parasita-
hospedeiro (Achidi et al., 1996; Crompton et al., 2014). Aqui, padronizamos o modelo
de infecg&o por Plasmodium chabaudi que representa a resisténcia de neonatos e a
suscetibilidade de infantes durante a malaria. Nossos resultados, de parasitemia e
sobrevivéncia, de camundongos neonatos infectados, se correlacionam com a
literatura, em que recém-nascidos humanos sao resistentes a Malaria por Plasmodium
falciparum em areas endémicas, e por isso, a doenca grave é rara durante 0s
primeiros meses de vida e as infecgcOes tendem a ser de baixa densidade e
relativamente assintomaticas durante este periodo (Snow, 1998; Achidi, 2015). Nosso
foco nesse estudo, entretanto, foi desenvolver um modelo murino de suscetibilidade
infante a infeccdo por plasmodio. Além de reproduzirmos a letalidade infantil por
malaria, mostramos fatores que podem contribuir para a gravidade da doenca, como
a hiperparasitemia e a anemia.

Nossos resultados dos indices hematimétricos, indicativos de anemia,
durante a infeccédo por P. chabaudi em camundongos, corroboram com os dados da
literatura, tanto em modelos de infec¢do experimental (Chang et al., 2004; Lamikanra
et al., 2007), quanto identificado nos hemogramas de pacientes adultos e criancas
infectadas (Achidi et al., 1996; Davenport et al;, 2010), além disso, mostramos que 0s
animais infantes no 7°dia apds a infeccéo, quando estéo no pico de sua parasitemia,
apresentam anemia, no momento em que a mortalidade do grupo se inicia, e portanto,
nao se recuperam. Portanto, em nosso modelo, podemos representar a anemia da
malaria grave, que é a complicacdo da doenca responsavel pela maioria dos ébitos
infantis (GBD, 2016).

A anemia induzida por malaria, pode ser provocada por uma hemdlise
continua, devido aos sucessivos ciclos de replicacdo dos plasmédios nos eritrocitos.
(Langhorne et al., 2002; Rodriguez-Morales et al.,, 2006). Para entendermos se a
diminuicdo dos eritrocitos e hemoglobina, provocada pela hemolise, poderia estar
relacionada com a mortalidade dos camundongos infantes infectados, induzimos a

anemia hemolitica por fenilhidrazina (phz) em ambos os grupos de camundongos
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infantes e adultos, e vimos que duas doses da droga causa a anemia, mas nao € letal
para nenhum dos grupos analisados. Entdo, testamos se em um modelo de indugé&o
de anemia continuada, por 7 dias de tratamento de phz, poderia causar mortalidade
nos mesmos grupos de animais. Vimos que, adultos e infantes ndo resistem a inducao
cronica de hemdlise, sendo um resultado importante ao compararmos a infecgcéao
malérica, em que ha ruptura continua das hemécias devido ao crescimento e atividade
dos merozoitos (Langhorne et al.,, 2002). Diante disso, entendemos que a
suscetibilidade, vista em nosso modelo de infec¢cdo, pode estar relacionada a
parasitemia, e também a falhas na reposi¢cdo de novos eritrécitos, uma vez que 0s
animais adultos comecam a recuperar da anemia maldarica a partir no 9° dia apos a
infeccéo (dados dao mostrados).

Em condi¢bes normais em adultos, a medula 0ssea € responsavel pela
hematopoiese, entretanto, em condi¢des patoldgicas, como anemia malarica, o baco
e figado podem assumir a eritropoiese (Yang et al., 2020). Além disso, sabemos que
h& uma transicdo hematopoiética do figado ao longo do desenvolvimento pds-natal
(Nakagaki e Mafra et al., 2018). Para avaliarmos a hipotese que camundongos
infantes possam ter disfuncdo da eritropoiese, em comparacdo com camundongos
adultos que se recuperam da anemia e sobrevivem a infeccéo, verificamos se o0s
compartimentos eritropoiéticos; medula 0ssea, baco e figado estavam respondendo
de maneira eficaz durante a infeccdo por P. chabaudi. Vimos que camundongos
adultos infectados suprimem a eritropoiese na medula 6ssea, em consonancia com a
literatura (Chang et al., 2004). De maneira interessante, no nosso trabalho, mostramos
gue os camundongos infantes tém respostas contrarias a supressao da eritropoiese,
e em todos os 6rgaos hematopoiéticos, bem como no sangue, que analisamos, ha um
aumento dos precursores de eritrécitos.

A supressao da eritropoiese é descrita como um mecanismo de controle da
parasitemia, uma vez que promove a reducdo de nichos para o Plasmodium spp.
replicar, dessa maneira, € importante ressaltar que altos niveis de parasitemia, podem
certamente resultar em lise macica e eliminacao de eritrocitos, resultando em anemia
profunda (Chang et al.,, 2004; Davenport et al., 2010). Embora ha aumento de
precursores eritrocitarios em resposta a infec¢édo, em todos os nichos hematopoiéticos
de camundongos infantes analisados, sabemos que n&do ha a reposi¢ao de eritrécitos
maduros suficiente para que os animais recuperem da anemia, uma vez 100% dos

animais infantes morrem. Aqui, mostramos que 0s eritrocitos imaturos também podem
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ser parasitados, o que contribuiria para ndo maturacdo dos mesmos, e consequente
para hiperparasitemia observada no grupo. Diante disso, mostramos em nosso
modelo de infec¢do, que hd uma interessante dindmica da resposta eritropoiética em
camundongos infantes a infeccdo, que pode ser devida a transicdo hematopoiética
gue acontece ap0s o0 nascimento, sendo que no periodo de 3-4 semanas de vida do
camundongo, ha mudancas drasticas do figado de camundongos (Nakagaki e Mafra
et al., 2018).

O figado é cada vez mais reconhecido como um o6rgao efetor contra a
maléria no estagio sanguineo, devido ao seu sistema imunoldgico intrinseco, seu
sistema especifico de eliminacdo de ferro e sua capacidade de remover eritrécitos
senescentes e eritrocitos parasitados (Akilesh et al., 2019). Conhecendo a importancia
dos macroéfagos teciduais no contexto da patologia malarica, e em especial, o papel
das células de Kupffer na hemofagocitose e metabolismo de ferro, e em
consequéncia, a regulacao da eritropoiese que requer a disponibilidade de ferro para
producdo de hemoglobina (Akilesh et al., 2019). Durante a malaria em animais
adultos, ha a reducéo de células de kupffer, seguido de infiltrado de mondcitos, que
resultam no repovoamento dos macrofagos hepaticos (Theurl et al., 2016; Lai et al.,
2018). No nosso trabalho, além de mostramos a maior densidade de células de
Kupffer em animais infantes quando comparados com animais adultos saudaveis,
mostramos também, que estas células parecem ndo reduzir em animais infantes
frente a infeccdo, se opondo ao que acontece em adultos.

As células de Kupffer podem participar da regulacéo da eritropoiese através
da producéo de mediadores inflamatérios, como a IL-6, que ira induzir a expressao de
hepcidina pelos hepatdcitos. A hepcidina inibe a liberacéo de ferro pelos macrofagos,
levando a hipoferremia e consequente diminuicdo da disponibilidade de ferro para a
eritropoiese (Like et al., 2004). Analisarmos a expressado génica de IL-6 no tecido
hepatico, e curiosamente, encontramos aumento significativo da sua expressdo em
animais infantes apos a infeccdo, o que ndo acontece ao analisarmos os figados de
camundongos adultos, infectados. Entretanto, frente a infeccdo, ndo achamos
diferenca significativa na expressao de HAMP, que codifica a hepcidina, entre adultos
e infantes. Dessa maneira, torna-se necessario, analises aprofundadas das vias de
metabolismo de ferro, para nossa melhor compreensao do papel de células de Kupffer
em camundongos infantes infectados. Além disso, sabemos que outras células estao

em transicdo no o0rgdo, no periodo pés-natal; células endoteliais, células linfoides, e
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células mieloides (Nakagaki e Mafra et al., 2018) portanto, seria interessante uma
analise estendida a estas células, no papel da patogénese da malaria em
camundongos infantes.

No trabalho, aqui apresentado, demonstramos, de maneira inédita,
particularidades da dinamica eritropoiética do figado de camundongos infantes, que
séo indicativos de mecanismos que contribuem para a suscetibilidade a maléria, e
ainda que estes mecanismos podem estar relacionados com a transicao
hematopoiética que acontece ao longo do desenvolvimento pds-natal. Dessa maneira,
0 presente estudo fornece bases para novas alternativas terapéuticas e abordagens

clinicas para tratar os sintomas da maléria infantil.
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7 Consideracgdes finais

No presente trabalho, estabelecemos um modelo de infec¢cdo malarica, em
camundongos infantes, que € util no entendimento da severidade da doenca em
criangas. Além disso, mostramos, de maneira inédita, particularidades da dinamica
eritropoiética em resposta a infec¢ao por P. chabaudi, que pode estar relacionada com
a hiperparasitemia e, consequentemente anemia grave em camundongos infantes.
Ainda, discutimos se a transicdo hematopoiética e metabdlica hepética, que acontece
ao longo do desenvolvimento pos-natal, inclusive as alteracfes vistas em células de
Kupffer, podem estar relacionados com a disfungdo da eritropoiese, devido ao
metabolismo de ferro ineficiente. Dessa maneira, trouxemos novos esclarecimentos

dos processos envolvidos na suscetibilidade infantil a malaria
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