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RESUMO 

A infecção por Plasmodium berghei ANKA (PbA) em camundongos se assemelha à 

malária grave em humanos em muitos aspectos, incluindo malária cerebral e síndrome 

do desconforto respiratório agudo. As cumarinas são uma classe de metabólitos 

secundários encontrados em plantas que exibem importantes efeitos terapêuticos. 

Nosso objetivo foi investigar o potencial terapêutico de um composto amido-cumarínico 

no tratamento da malária experimental grave. Após uma triagem inicial in vitro de uma 

série de compostos fenólicos, e depois de selecionado o melhor candidato, N-(cumarina-

3-il)cinamamida (M220), camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados 

com M220. O tratamento com M220 apresentou melhora de score clínicos, proteção das 

habilidades cognitivas e função pulmonar em camundongos infectados com PbA, 

observados através dos testes de reconhecimento de objeto novo e espirometria, 

respectivamente. Além disso, camundongos tratados demonstraram diminuição dos 

níveis de inflamação cerebral e pulmonar. Também foi observado aumento da 

sobrevivência dos camundongos infectados. A produção e o acúmulo de micróglia e 

células imunes que produzem as citocinas inflamatórias TNF e IFNy diminuíram, ao 

mesmo tempo em que aumentou a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 por 

células imunes inatas e adaptativas. No geral, o tratamento de M220 em conjunto com 

cloroquina promove efeitos imunomoduladores, neuroprotetores e preservadores da 

função pulmonar, sendo um forte candidato terapêutico para malária grave. 

 

Palavras-chave: Plasmodium berghei ANKA, Malária cerebral, Amido-cumarina, 

Síndrome do desconforto respiratório agudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Plasmodium berghei ANKA (PbA) infection in mice resembles severe malaria in humans 

in many aspects, including cerebral malaria and acute respiratory distress syndrome. 

Coumarins are a class of secondary metabolites found in plants that exhibit important 

therapeutic effects. We aimed to investigate the therapeutic potential of an amide-

functionalized coumarin compound in the treatment of severe experimental malaria. After 

an initial in vitro screening of a series of phenolic compounds, and after selecting the best 

candidate, N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220), C57Bl/6 mice were infected with PbA 

and treated with M220. Treatment with M220 showed improvement in clinical scores, 

protection of cognitive abilities and lung function in mice infected with PbA, observed 

through object recognition tests and spirometry, respectively. In addition, treated mice 

had lower levels of inflammation in both brain and lungs. An increase in the survival rate 

of the infected mice was also observed. The production and accumulation of microglia 

and immune cells producing the inflammatory cytokines TNF and IFNy decreased, while 

the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by innate and adaptive immune 

cells increased. Overall, the treatment of M220 together with chloroquine promotes 

immunomodulatory, neuroprotective and lung function preserving effects, being a strong 

therapeutic candidate for severe malaria. 

Keywords: Plasmodium berghei ANKA, Cerebral malaria, Amido-coumarin, Acute 

respiratory distress syndrome 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Epidemiologia 

A Malária é uma doença infecciosa causada pelo protozoário do gênero 

Plasmodium, e existem pelo menos seis espécies conhecidas de Plasmodium que 

infectam humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi (1) e o 

mais recentemente descrito P. simium (2). Sua transmissão pode ocorre através da 

picada da fêmea de anófeles, transfusão de sangue infectado ou transplacentária, da 

mãe infectada para o feto (3). 

A malária é uma doença infecciosa negligenciada e a principal causa de 

morbidade e mortalidade em 91 países endêmicos (4). Segundo a Organização 

Mundial da Saúde (OMS), no ano de 2021 estima-se 247 milhões de casos e 627 mil 

casos de mortes em todo o mundo (4). Embora evitável e tratável, a malária segue a 

ter um impacto devastador na saúde e nos meios de subsistência das pessoas em 

todo o globo, segundo a Organização Mundial da Saúde (4,5).  

Durante os dois anos de pico da pandemia de COVID-19 (2020-2021), a 

descontinuidade no controle de vetores e serviços relacionados à malária (4) levou a 

aproximadamente 13 milhões de casos e 63.000 mortes relacionadas à doença. A 

região africana continua a suportar uma carga global desproporcional de malária, 

sendo responsável por cerca de 95% de todas as ocorrências em 2021, bem como 

96% das mortes. As crianças menores de 5 anos representam cerca de 80% dos 

óbitos por malária nessa região. Quatro países africanos são responsáveis por mais 

da metade de todas as mortes relacionadas à malária no mundo: Nigéria (31,3%), 

República Democrática do Congo-Brazzaville (12,6%), República Unida da Tanzânia 

(4,1%) e Níger (3,9%) (4–7). 
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No Brasil, a distribuição dos casos de malária em uma determinada área varia 

de estado para estado. Em 2021, alguns estados da Amazônia tiveram as maiores 

taxas de transmissão rural de malária: Acre (70,3%), Amapá (47,5%), Amazonas 

(41,6%), Maranhão (90,8%) e Rondônia (56,8%). No estado de Roraima, 57,6% dos 

casos iniciais foram transferidos de áreas indígenas (Ilustração 1). Em áreas 

garimpeiras, a transmissão foi mais alta nos estados do Pará (40,6%) e Mato Grosso 

(70,2%) (8). 

Em relação às internações e mortes por malária, em 2020 houve 1.457 

internações, enquanto em 2021, de acordo com dados preliminares, houve 1.528, 

representando um aumento de 4,9% em relação ao ano anterior. O maior aumento de 

internações ocorreu na região não amazônica, com 149 em 2020 e 189 em 2021 

(aumento de 26,9%). Em relação às mortes, houve 44 óbitos em 2020, um aumento 

de 18,9% em relação ao ano anterior, e 49 óbitos em 2021, um aumento de 11,4% em 

relação a 2020 (4–7). 

A Estratégia Técnica Global para a Malária 2016-2030 foi adotada pela 

Assembleia Mundial da Saúde em maio de 2015. Ela estabelece a meta de reduzir a 

incidência global e as taxas de mortalidade relacionadas à malária em pelo menos 

90% até 2030, fornecendo uma estrutura abrangente para orientar os países em seus 

esforços para acelerar o progresso rumo à eliminação da malária (4–7). 
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Ilustração 1. Mapa de risco de malária por município de infecção, Brasil, 2020.  

Fonte: Sivep-Malária e Sinan/SVS/MS. Data de atualização: Sivep-Malária em 30 de março de 2021 e Sinan em 

26 de março de 2021. Excluídos resultados negativos, nulos e as LVC. 

1.2. Patogênese 

Os primeiros relatos da malária, encontramos sua possível documentação pela 

primeira vez na China +/- 2700 anos aC. Há registros em argila, de 2.000 aC na 

Mesopotâmia e em papiros egípcios de 1570 aC, de informações a respeito de uma 

enfermidade semelhante à malária. Durante milhares de anos, pensou-se que a 

malária era causada por miasmas dos pântanos (9).  

Na Roma antiga, a relação entre águas estagnadas nos pântanos e febres 

durante os meses de verão foi reconhecida, levando à crença de que o ar ruim, 

denominado "mal aria", era a causa da doença. Engenheiros romanos desenvolveram 
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sistemas de drenagem que reduziram significativamente a malária em áreas 

drenadas. Após a queda de Roma, os bárbaros conquistadores tornaram-se vítimas 

da malária, com Alarico, o primeiro príncipe bárbaro a conquistar Roma, falecendo de 

malária. Na era moderna, a dificuldade dos médicos em diferenciar entre malária e 

febre tifoide levou ao uso do termo "tifo-malária" como diagnóstico para febres agudas 

(10).  

Destaca-se a contribuição de William Osler, que conseguiu diferenciar 

clinicamente a malária da febre tifoide com base em critérios clínicos distintos (11). 

Os sintomas da malária, como calafrios, febre e suores, são descritos em detalhes, 

juntamente com a importância da periodicidade dos paroxismos. A compreensão 

histórica e diagnóstica da malária ao longo dos séculos, desde Hipócrates até Osler, 

destaca a evolução do conhecimento médico sobre essa doença infecciosa (10). 

Somente quando se descreveu a presença de microrganismos como bactérias sendo 

causadores de doenças, em 1880, foram detectados parasitos no sangue de 

pacientes com malária. No século que se sucedeu, a ciência descreveu os muitos 

estágios do ciclo do Plasmodium em mosquitos e mamíferos elucidando cada vez 

mais a doença (9). 

Dessa forma, sabemos hoje que, a malária é transmitida aos hospedeiros 

vertebrados pela picada de mosquitos fêmeas do gênero Anopheles que estão 

infectados, com parasitas protozoários do gênero Plasmodium [3,10]. O mosquito, 

vetor do parasita causador da malária, injeta um pequeno número de esporozoítos 

infecciosos na corrente sanguínea, durante o repasto sanguíneo (3,12). Os 

esporozoítos são então conduzidos ao fígado, onde invadem e se replicam nos 

hepatócitos, caracterizando um período clinicamente silencioso da infecção (12–14). 
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Após a conclusão da replicação no estágio hepático, o parasita inicia a infecção 

no estágio sanguíneo (12,15). Dentro das hemácias, os milhares de merozoítos se 

multiplicam assexuadamente (12,15). Após aproximadamente 48 horas, os 

merozoítos são liberados na corrente sanguínea onde novamente infectam outras 

hemácias retroalimentando o estágio sanguíneo (15,16). À medida que cresce a 

infecção, o parasita altera a composição da membrana das hemácias que contêm o 

parasito expressando ligantes citoaderentes que interagem com vários receptores de 

adesão presentes no revestimento endotelial (12). Essas propriedades citoaderentes 

permitem o sequestro de células vermelhas infectadas (iRBC) com Plasmodium no 

endotélio dos órgãos. Isso permite que o parasita escape da depuração esplênica (17) 

ligando-se a receptores expressos por células endoteliais, presente nos vasos 

sanguíneos, facilitando a entrada em vasculaturas profundas de órgãos como cérebro, 

pulmões e placenta (12). Alguns merozoítos se diferenciam em gametócitos que, 

quando absorvidos por outro mosquito que venha se alimenta do hospedeiro 

infectado, perpetuam o ciclo sexual no inseto e fecham o ciclo de transmissão e 

infecção da malária (12,15). Esquema resumido do Ciclo na Ilustração 2. 
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Ilustração 2. Ciclo da malária.  

Modificado de: https://www.yourgenome.org/facts/what-is-malaria/ 

 

1.2.1. O cérebro: Malária cerebral 

A malária grave ocorre tipicamente devido ao atraso no tratamento da malária 

não complicada. Este estágio da doença é definido por evidências clínicas ou 

laboratoriais e disfunções vitais. Dentre as possíveis manifestações incluem, anemia 

malárica grave, malária cerebral (MC) e complicações pulmonares que podem levar à 

síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) (18–20). A patogênese da MC 

em humanos ainda é debatida. Uma hipótese é de que ela resulta da aderência e 

sequestro de hemácias parasitadas, células imunes e plaquetas às células endoteliais 

vasculares (21,22) podendo causar ruptura da barreira hematoencefálica e 

microhemorragia, ou ainda, devido a fatores metabólicos e por mediadores 

inflamatórios resultado de uma resposta imunológica excessivamente vigorosa, 

originalmente desenvolvida para a proteção do hospedeiro (23–25).  
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A adesão dos eritrócitos no endotélio cerebral é um indicador de MC em adultos 

e crianças, sendo consideradas o ponto de partida durante o desenvolvimento de MC. 

A captação é provavelmente uma interação específica entre iRBC e células endoteliais 

vasculares (CEs). Esta não se limita ao tecido cerebral, mas também ocorre em CEs 

de vários órgãos, incluindo pulmão, rim, fígado e intestino. A adesão de iRCBs ao 

endotélio vascular é mediada pela proteína 1 da membrana eritrocitária de P. 

falciparum (PfEMP1), um ligante específico da superfície celular expresso por iRBCs  

(21,26).  

A ligação de iRBCs ao endotélio microvascular cerebral é acompanhada pela 

agregação de rosetas formadas pela ligação de iRBCs a outros iRBCs, plaquetas, 

glóbulos brancos e glóbulos vermelhos não infectados (27). A captação microvascular 

de iRBCs pode proteger os iRBCs da remoção esplênica. Isso enfraquece ainda mais 

a capacidade degenerativa de iRBCs e hemácias, resultando em oclusão vascular. 

Estudos anteriores relataram uma correlação significativa entre a captação de iRBC 

nos vasos cerebrais e coma em pacientes com MC (28,29). O enxerto de iRBC 

aumenta a vasoconstrição e a oclusão vascular e reduz o fluxo sanguíneo cerebral e 

a hipóxia (21). Embora a maioria dos sobreviventes se recupere completamente, de 3 

a 31% dos pacientes ainda apresentam danos neurológicos e/ou sequelas cognitivas 

(30). A prevalência de déficits neurológicos em crianças é maior do que em adultos, 

variando de 6% a 29% (31). As crianças com MC geralmente apresentam déficits 

neurológicos e sequelas de longo prazo (32). 

Durante a infecção por Plasmodium a imunidade inata funciona como a primeira 

linha de defesa controlando o crescimento do parasita e regulando o desenvolvimento 

da imunidade adaptativa (33,34). A ativação dos componentes celulares do sistema 

imune inato, como as células dendríticas (DCs), é importante para o estabelecimento 
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da imunidade adquirida (35). Células apresentadoras de antígeno como DCs e 

macrófagos, reconhecem fatores associados ao parasito, levando as respostas 

imunes mediadas por receptores toll-like (TLR) e outros receptores (36,37). Células 

DCs produzem uma ampla gama de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF, IL12 e 

IL-6, e quimiocinas, como CXCR3 (38), CCL2, CXCL8 e CXCL10 em resposta aos 

parasitos da malária (39,40).   

Ao longo dos estágios iniciais da infecção por malária, as células T CD4+ e 

CD8+ são ativadas por células apresentadoras de antígenos (APCs) para iniciar 

respostas imunes celulares protetoras antimaláricas (41). A quimiotaxia das células T 

para os vasos cerebrais periféricos é uma das características proeminentes da MC 

(41,42). O recrutamento de células T CD8+ para os vasos cerebrais periféricos é uma 

das características predominantes do início da MC (43), e no baço, a apresentação 

de antígenos de iRBCs por DCs para células T CD4+ e CD8+ (44,45). Células NK e 

macrófagos são ativados por iRBCs para liberar citocinas inflamatórias, como TNF, 

IFNγ, IL1β, IL12 e quimiocinas (46).  

A IL12 produzida pelas DCs ativa as células NK a produzirem IFNγ, que 

promove respostas preferencialmente Th1 (47). As células T CD4+ produtoras de IFNγ 

(Th1) estão envolvidas no início da resposta adaptativa à infecção malárica, 

estimulando ainda mais a diferenciação Th1 e, posteriormente, estimulando as células 

B a produzir anticorpos específicos para eliminar os parasitas da malária (33). No 

entanto, as respostas pró-inflamatórias contribuem para o desenvolvimento da MC 

(33,48) e disfunção pulmonar, devido aos elevados níveis de IFNγ e TNF, que podem 

induzir um padrão de expressão de quimiocinas responsáveis por estimular a 

migração das células T e outros leucócitos (49). 
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As características patológicas na MC incluem obstrução das veias cerebrais por 

eritrócitos infectados, hemorragia microscópica, isquêmica e generalizada, e 

proliferação glial, levando à formação de astrócitos e agregados microgliais (50). A 

adesão de iRBCs e a liberação de citocinas inflamatórias podem ativar CEs cerebrais, 

desencadeando CEs para produzir quimiocinas e citocinas inflamatórias e aumentar 

a expressão de ICAM. A ativação de células T CD8+ resulta na expressão de 

receptores de quimiocinas, incluindo CXCR3 e CCR5. Subsequentemente, os 

receptores de quimiocina ligam-se aos ligantes de quimiocina expressos por CEs para 

induzir a migração de células T CD8+ e a infiltração em CEs cerebrais. Receptores na 

superfície da membrana (CD11a) de células T CD8+ promovem a adesão ao ICAM-1 

endotelial (46,51), e a expressão regulada positivamente de ICAMs induz aumento do 

recrutamento de iRBCs, leucócitos e plaquetas em capilares cerebrais, aumentando 

o sequestro microvascular cerebral (52).  

A ruptura de iRBCs libera merozoítos, os quais são endocitados por CEs e 

então apresentados de forma cruzada em moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade classe 1 (MHC-1). O MHC-1 se liga aos receptores de antígeno 

- receptor de células T - nas células efetoras para ativar as células T CD8+. Após a 

ativação, células T CD8+ liberam granzima-B, perforina e quimiocinas, fazendo com 

que os macrófagos e as células NK migrem em direção ao cérebro (21). O acúmulo 

de células imunes e a liberação de perforina induzem sinalização apoptótica em CEs 

e alteram as junções gap, resultando em disfunção e no aumento da permeabilidade 

vascular cerebral (53,54). O rompimento da integridade da barreira hematoencefálica 

frequentemente resulta em aumento do espaço perivascular, formação de edema e 

aumento da pressão intracraniana, eventualmente resultando em morte (21). 



28 
 

Esquema resumido do rompimento da barreira hematoencefálica na MC na Ilustração 

3. 

 

Ilustração 3. Quebra da barreira hematoencefálica durante a malária cerebral.  

Modificado de: DOI:10.1016/j.bjid.2013.03.004 

 

1.2.2. Pulmão: Síndrome do desconforto respiratório agudo 

A síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) associada à malária é 

uma complicação menos caracterizada da malária grave em comparação com a 

malária cerebral (55–57). A disfunção pulmonar ocorre em 20% de todos os casos de 

adultos com P. falciparum (57) ou P. vivax (58). Na malária grave, mais da metade 

dos pacientes acometidos desenvolve a síndrome do SDRA (58). A síndrome do 

desconforto respiratória aguda associada a malária (SDRA-AM) tem como principais 

características a troca gasosa dificultada, aumento de mediadores inflamatórios 

causando inflamação aguda, lesão do endotélio alveolar e do parênquima pulmonar, 

que consequentemente, causa disfunções e aumento da permeabilidade da barreira 
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alvéolo-capilar pulmonar formando edema e culminando em insuficiência respiratória, 

levando à morte (18,59,60). Quase todas as espécies de Plasmodium que infectam 

humanos podem induzir SDRA-AM incluindo P. malariae (61), P. ovale (62) e P. 

knowlesi (63) entretanto, essa síndrome é mais comum na malária por P. falciparum 

(64) e P. vivax (65). 

Na SDRA-AM, a dispneia pode aparecer repentinamente ou pode piorar após 

várias horas a vários dias de terapia antimalárica bem tolerada. Isso ocorre apesar da 

parasitemia reduzida ou negativa (57,66), sendo frequentemente relatado na malária 

recebendo terapia antimalárica padrão (56). Uma vez que, a infecção por P. vivax 

causa baixa parasitemia, isso sugere que P. vivax e seus subprodutos têm maior 

potencial inflamatório para induzir SDRA-AM após o tratamento antimalárico (55,56). 

Atualmente, não há tratamento específico para SDRA-AM, apenas intervenções de 

controle respiratório conforme as diretrizes de tratamento estabelecidas para lesão 

pulmonar aguda/síndrome do desconforto respiratório agudo (LPA/SDRA) não 

relacionados à malária (55). 

Estudo mostra, através do teste de espirometria, que pacientes infectados com 

malária apresentam membranas capilares alveolares danificadas, levando ao edema 

e hipovolemia nos capilares pulmonares (67). O bloqueio dos capilares pulmonares 

foram causados por células imunes infectadas e glóbulos vermelhos infectados 

sequestrados (iRBCs) (67). 

Respostas inflamatórias são essenciais para que o hospedeiro controle o 

crescimento do parasita. No entanto, uma reação exagerada e descontrolada pode 

levar a doenças graves. Níveis séricos elevados de citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas, TNF, IL1β, IL-6, IL-17, IFNγ (68,69) e níveis reduzidos de citocinas anti-

inflamatórias, IL-10 e TGFβ (70), foram associados à malária grave em humanos e 
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descritos extensivamente para malária cerebral (70,71). No entanto, o conhecimento 

sobre esses parâmetros em pacientes com SDRA-AM ou fluido de lavagem 

broncoalveolar é limitado (72). Os perfis de citocinas no local da patogênese são 

críticos, pois fornecem sinais que determinam e perpetuam as respostas inflamatórias 

localmente no tecido e podem refletir a extensão da lesão (55). Durante a fase aguda 

da infecção sanguínea, a ativação das células da imunidade inata, ao detectar 

padrões moleculares associados a patógenos por meio de seus receptores, 

desencadeia a liberação de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e TNF, que 

desempenham um papel fundamental na indução da resposta febril como parte da 

defesa imune do hospedeiro. (73). Além disso, no pulmão, os macrófagos alveolares 

que abrigam iRBCs e hemozoína fagocitados podem ser uma fonte essencial de IL-6 

e TNF, onde os níveis elevados foram fortemente associados à inflamação pulmonar 

durante a fase aguda do estabelecimento da SDRA-AM (73). Esquema da patogênese 

da SDRA-AM na Ilustração 4. 

O IFNγ é uma citocina essencial induzida e descobriu-se que inibe os estágios 

sanguíneos do Plasmodium. O IFNγ é produzido por vários subconjuntos de células 

imunes dos braços da imunidade inata e adaptativa em diferentes fases da infecção 

no estágio sanguíneo (74). Na fase inicial da infecção no estágio sanguíneo, células 

NK, células NKT, células T γδ e células T foram os principais produtores, seguido por 

uma mudança de papel para as células T CD4+ e CD8+ na fase posterior de infecção 

(75). Altos níveis de IFNγ na fase inicial da infecção no estágio sanguíneo têm sido 

amplamente correlacionados com a proteção contra a malária grave e o controle do 

crescimento sistêmico do parasita, mas podem aumentar o risco de desenvolver 

malária grave na fase posterior da infecção (75). Foi demonstrado que o IFNγ 

desempenha um papel patogênico no desenvolvimento da SDRA-AM, pois a infecção 
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de modelos de camundongos deficientes em sinalização de IFNγ foram protegidos 

contra lesões pulmonares, apesar do aumento da transmigração e infiltração de 

leucócitos e células T efetoras ativadas no tecido pulmonar (76,77). Além disso, o IFNγ 

mostrou ser necessário para a maturação de células dendríticas derivadas de 

monócitos produtoras de TNF/iNOS que poderiam aumentar a citotoxicidade das 

células T CD8+ para causar lesão pulmonar em camundongos infectados com 

PbNK65 (77).  
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Ilustração 4. Componentes celulares envolvidos na patogênese da síndrome do 

desconforto respiratório agudo associada à malária (SDRA-AM).  

Modificado de: https://doi.org/10.1016/j.pt.2013.04.006 

1.2.3. O baço 

Outro órgão afetado pela malária grave é o baço, tanto por sua função no 

desenvolvimento de respostas imunes adaptativas, quanto envolvido na filtragem 

seletiva e eliminação de hemácias aberrantes, anormais, danificadas ou senescentes, 

a remoção de agentes infecciosos, e a remoção de corpos de inclusão (78,79). É um 

componente central na imunologia da malária, facilitando a apresentação do antígeno 

fagocitado da malária aos linfócitos (80). A remoção de iRBCs pelo baço é importante 

na proteção contra doenças graves, enquanto a remoção de hemácias não infectadas 

é um fator-chave para a anemia (80) portanto, contribui para a patogênese. 
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1.2.4. Modelos animais 

A fisiopatologia da MC e da SDRA-AM são altamente complexas e não podem 

ser totalmente elucidadas por observações clínicas de humanos infectados. Modelos 

animais que mimetizam aspectos da malária humana, além de permitirem estudos e 

intervenções farmacológicas e/ou terapêuticas, contribuem para a elucidação de 

diversas questões obscuras nessa relação do Plasmodium com humanos (81). 

Camundongos infetados com P. berghei ANKA (PbA) mimetizam aspectos da 

MC desenvolvida por humanos, além de ser um modelo murino amplamente utilizado 

para estudar os aspectos do desenvolvimento da doença (81,82). Assim como em 

humanos, na infecção por Plasmodium, primeiramente a imunidade inata atua sobre 

a infecção em favor do hospedeiro, atacando o parasita e posteriormente promovendo 

a imunidade adaptativa e da memória imunológica (33). Em resposta à infecção, DC 

e macrófagos fagocitam e apresentam para células da imunes através de receptores 

TLR, juntamente com outros receptores (36). Essas células produzem citocinas pró-

inflamatórias, incluindo TNF, IL12 e IL-6, bem como quimiocinas (38,46), e os linfócitos 

T CD4 que produzem principalmente IFNγ, têm sido associados à suscetibilidade à 

patogênese da malária cerebral e pulmonar (76,83). Altos níveis de IFNγ e TNF 

contribuem para o desenvolvimento de MC (33,48) e disfunção pulmonar, induzindo 

quimiocinas nesses órgãos que estimulam a migração dos linfócitos T e outros 

leucócitos, como os monócitos Ly6Chi, contribuindo para danos graves ao cérebro e 

ao pulmão (84). Por outro lado, citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 controlam as 

respostas inflamatórias e previnem o dano tecidual (85) e desempenham um papel 

protetor na MC experimental induzida por PbA (86). 
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No entanto, as diferenças na patogênese entre os modelos de camundongos e 

seres humanos devem ser lembradas antes de tirar conclusões a respeito dos 

achados. Além disso, os detalhes da progressão da doença, método de infecção, dose 

de inóculo do parasita, linha/clone do parasita e antecedentes genéticos do 

camundongo devem ser examinados para selecionar modelos adequados de MC e 

SDRA-AM em camundongos e estabelecer comparações válidas entre os modelos 

animais e a malária humana (22). 

1.2.5. Tratamentos 

Estresse oxidativo pode ser induzido por drogas antimaláricas, uma vez que o 

parasita Plasmodium é vulnerável a ROS (reactive oxygen species), não é 

surpreendente que diferentes tratamentos para malária explorem essa propriedade do 

parasita para limitar e inibir seu crescimento em um hospedeiro humano. Quinolonas, 

incluindo cloroquina (CQ) e amodiaquina, agem inibindo a conversão de heme livre 

em hemozoína em eritrócitos infectados, aumentando efetivamente o estresse 

oxidativo nos parasitos Plasmodium (87).  

Embora o principal mecanismo de resistência à CQ dependa da capacidade 

dos parasitas de impedir que a droga se acumule em seus vacúolos digestivos, um 

aumento na capacidade antioxidante dos parasitas pode contribuir para a resistência 

aos medicamentos. Notavelmente, cepas de malária humana (P. falciparum) e de 

roedores (P. yoelii e P. berghei) resistentes à CQ demonstraram ter atividade 

aumentada da enzima antioxidante glutationa-S-transferase em comparação com 

cepas da mesma espécie suscetíveis à CQ (88), podendo ajudar esses parasitas a 

neutralizar a carga oxidativa causada pela droga. Outra grande família de 

medicamentos antimaláricos são as artemisininas, que incluem a diidroartemisinina e 

o artesunato (87). Essas drogas também exercem seus efeitos antiparasitários 
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aumentando o estresse oxidativo no parasita. Um dos mecanismos de ação propostos 

para a artemisinina postula que sua interação com o ferro leva à produção de radicais 

livres (89).    

Notavelmente, o antioxidante N-acetilcisteína foi capaz de neutralizar o efeito 

antiparasitário do artesunato sobre o P. falciparum, reforçando ainda mais a hipótese 

de que essas drogas agem promovendo a produção de radicais livres sendo 

prejudiciais sobre parasitas (90). Embora o aumento do estresse oxidativo seja um 

mecanismo de ação eficaz para a eliminação do parasita, ele também pode afetar 

negativamente o hospedeiro. Os pacientes com malária tratados com antimaláricos 

apresentaram maior peroxidação lipídica e níveis mais baixos de antioxidantes do que 

os pacientes não tratados (91), sugerindo que os medicamentos antimaláricos 

aumentam o estresse oxidativo no hospedeiro. 

Portanto, efeitos colaterais não são incomuns em vários tratamentos com 

antimaláricos. Existem relatos de pacientes cujos sintomas da malária se sobrepõem 

aos efeitos colaterais dos antimaláricos, como a continuação dos sintomas após o 

tratamento ou até mesmo a exacerbação de mais sintomas após o tratamento (57,92). 

Comumente são utilizados o Artesunato, CQ, Mefloquina, entre outros medicamentos, 

que apresentam certa eficácia no combate ao parasito da malária e também 

atenuando sintomas álgicos e na febre (92,93). Pacientes infectados com P. vivax e 

tratados com CQ apresentam aumento dos sintomas de náusea, diarreia, colúria, 

dispneia, entre outras (92). Entre os efeitos colaterais graves descritos estão 

cardiomiopatias e miopatias (94). A CQ também pode causar convulsões em 

pacientes com epilepsia e lúpus eritematoso sistêmico (94,95). Além disso, o 

tratamento antimalárico também pode causar disfunção pulmonar (67,96). Os 
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tratamentos médicos para a malária continuam sendo um empreendimento delicado, 

tornando urgente a identificação de opções terapêuticas menos tóxicas. 

1.2.6. Cumarinas 

A cumarina foi isolada pela primeira vez em 1820 por Vogel (97), da fava tonka 

(Dipteryx odoranta) conhecida como Coumarou. Desde então, o isolamento, 

caracterização estrutural, síntese e bioatividade de milhares de cumarinas naturais de 

plantas, bactérias, fungos [96] e síntese química foram relatados (99).  

Nas plantas, as cumarinas atuam como antioxidantes e inibidoras enzimáticas 

e atuam nos reguladores do crescimento e da fotossíntese, bem como na defesa 

contra infecções (100). São encontradas em concentrações consideravelmente altas 

em Coumarouna odorata (fava tonka) (101), na erva baunilha (Anthoxanthum 

odoratum) (102), canela cássia (Cinnamomum cassia) (103), em extratos de Justicia 

pectoralis (104) e em uma grande número de cerejeiras em flor (105). Algumas 

espécies da família Apiaceae são ricos em cumarina (101). Fava tonka, alcaçuz e 

canela cássia têm uma alta concentração de cumarinas naturais. Apesar de seu cheiro 

doce, os animais tendem a evitar plantas que contenham cumarinas devido ao seu 

sabor amargo (106). 

As cumarinas ganharam interesse devido às potenciais atividades 

farmacológicas que apresentam (107,108). Graças à sua arquitetura estrutural 

simples e estabilidade química, as cumarinas podem ser facilmente sintetizadas e 

modificadas para produzir compostos mais ativos e seletivos (109), podendo exercer 

diversas atividades, tais como antioxidantes e agentes anti-inflamatórios (110), 

antidepressivos (111), anticonvulsivantes (112), antibacterianos (113), antivirais (114), 
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agentes anticarcinogênicos (115,116), anticoagulantes (117) e agentes 

neuroprotetores (118–120), entre outras atividades.  

Alterações feitas em sua estrutura base tornam as cumarinas potencialmente 

eficientes no tratamento de doenças neurodegenerativas (121,122). Matos e 

colaboradores sintetizaram séries de derivados de cumarina substituídos na posição 

três do esqueleto químico, que funcionam como inibidores das isoformas da 

monoamina oxidase A e B (MAO-A e MAO-B), da acetilcolinesterase (AChE) e 

butirilcolinesterase (BuChE), tendo aplicação farmacológica em doenças 

neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (118,121,123,124). Segundo os 

resultados dos estudos de permeabilidade de membranas (PAMPA), muitas das 

moléculas descritas têm a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica e 

chegar ao cérebro. Além disso, essas moléculas descritas por Matos e colaboradores 

apresentam interessantes propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. Coriandrum 

sativum (coentro) contém cumarina como um componente eficaz com efeitos 

neuroprotetores que melhoram a memória. A esse respeito, foi relatado que vários 

derivados cumarínicos inibem seletivamente a enzima MAO-B, implicada na doença 

de Parkinson (125). Estas duas últimas características, juntamente com a capacidade 

de chegar ao cérebro, foram a principal inspiração para a seleção das cumarinas como 

candidatos para o estudo da sua atividade na MC. 

Já foi relatado o uso de cumarinas como construções de compostos 

antimaláricos, como relatado por Neha Batra e colaboradores (126), que 

apresentaram compostos híbridos de cumarina com atividade in vitro sobre P. 

falciparum. Cuellar e colaboradores também descreveram em outros compostos 

cumarínicos atividades antimaláricas in vivo (127). 
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As propriedades antioxidantes e neuroprotetoras das cumarinas, juntamente 

com a sua capacidade de atravessar barreiras e chegar ao cérebro, foram a principal 

inspiração para a seleção das cumarinas como candidatos para o estudo da sua 

atividade na MC.  
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2. OBJETIVOS 

2.1- Objetivo geral  

Investigar o potencial terapêutico do composto à base de Amido-cumarina 

(M220) no tratamento da malária grave experimental  

2.2- Objetivos Específicos 

- Caracterizar o desenvolvimento da parasitemia, sobrevivência e o 

desenvolvimento clínico de animais tratados com M220 sozinho e/ou em 

conjunto com cloroquina, em animais infectados com PbA. 

- Avaliar os danos no tecido cerebral de animais infectados com PbA e a 

possível mitigação por meio dos tratamentos com M220 sozinho e/ou em 

conjunto com cloroquina.  

- Investigar a potencial proteção cognitiva do M220 em animais infectados com 

PbA. 

- Avaliar os danos no tecido pulmonar de animais infectados com PbA e a 

possível mitigação por meio dos tratamentos com M220 sozinho e/ou em 

conjunto com cloroquina. 

- Avaliar a função pulmonar em animais infectados com PbA e/ou tratados com 

M220 sozinho e/ou em conjunto com cloroquina  

- Investigar os principais perfis celulares inflamatórios no tecido cerebral, 

pulmonar e esplênico de animais infectados com PbA e tratados com M220 

sozinho e/ou em conjunto com cloroquina. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Declaração de ética 

Camundongos fêmeas C57Bl/6 (8–10 semanas de idade) foram obtidos no 

Biotério Central de Animais (ICB – UFMG). Os camundongos foram mantidos em 

microisoladores contendo comida e água ad libitum, de acordo com as Diretrizes 

Brasileiras de utilização de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa Científica 

e o Guia para o Cuidado e Uso de Camundongos de Laboratório do National Institutes 

of Health (NIH). Este estudo foi aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (97/2018 e 345/2023). 

3.2. Parasita e infecção dos animais 

Os camundongos foram infectados com a cepa Plasmodium berghei ANKA 

(PbA) Green Fluorescent Protein (GFP) clone cl15cy1 (a qual expressa Green 

Fluorescent Protein, GFP, constitutivamente durante todo o ciclo de vida), doada pelo 

Prof. Dr. Cláudio Romero Farias Marinho (Departamento de Parasitologia, 

Universidade de São Paulo, USP). A via de infecção foi intraperitoneal (i.p.) com 

inóculo padronizado de 1×105 hemácias parasitadas por camundongo, em solução 

tampão fosfato estéril (PBS, 200 µl). Os eritrócitos parasitados (pRBC) usados para 

infectar os camundongos dos grupos experimentais foram obtidos através de uma 

passagem in vivo em camundongos WT até alcançarem um percentual de pRBC entre 

5 a 8% (82,128). A parasitemia foi obtida através de análise da expressão de GFP por 

citômetro de fluxo FACS Canto II (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Os animais 

dos grupos controles, sem infecção, receberam, o mesmo volume de PBS (200 µl) 

apenas por via i.p. 
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3.3. Determinação da parasitemia 

Para determinar a evolução da parasitemia nos animais, a partir do 3º dia pós-

infecção (dpi), foi coletada uma gota de sangue da cauda (± 5 µl) e diluída em 500 µl 

de PBS estéril para análise por citometria de fluxo FACS Canto II (Becton Dickinson, 

San Jose, CA, USA). Os dados foram analisados no software FlowJo (versão 10 - 

Tree Star, Ashland, OR, USA). Eritrócitos obtidos de camundongos selvagens C57Bl/6 

não infectados foram usados como parâmetros para identificar propriedades 

específicas de tamanho versus granularidade (FSC/SSC) e a ausência de 

fluorescência GFP. Os glóbulos vermelhos parasitados (pRBCs) foram identificados 

pelo aumento da fluorescência verde e expressos em porcentagem de pRBC. Para 

cada amostra, um total de 100.000 eventos foi adquirido.  

3.4. Peso e sobrevida 

As variações de peso e a sobrevida dos animais foram monitoradas diariamente 

ao longo da infecção. Os animais foram mantidos com água e ração ad libitum. 

3.5. Análises de parâmetros cognitivos e comportamentais 

Os parâmetros cognitivos e comportamentais foram avaliados por meio da 

bateria de análises de sinais clínicos que indicam o desenvolvimento e 

estabelecimento da doença, baseada no parâmetro de Escala de Coma e 

Comportamento Rápido de Murino (The Rapid Murine Coma and Behavior Scale – 

RMCBS, (129)). A bateria preliminar consiste em uma escala de observações 

quantitativas e semiquantitativas de reflexos e funções sensoriais básicas. Esta série 

de 10 testes é baseada na bateria de testes desenvolvida por Irwin (1968 - (130)) e 

fornece um perfil comportamental e funcional a partir da avaliação do desempenho 
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individual de cada animal (131,132). A bateria RMCBS foi realizada a partir do 3º dpi 

com os animais do grupo controle e com os camundongos infectados, tratados ou não. 

Para execução da bateria RMCBS, o camundongo é colocado em uma caixa de 

observação, localizada em cima de uma grade suspensa, e avaliado durante cinco 

minutos em relação à posição corporal, o quanto ele explora a caixa, o “groomings” 

(movimentos de “limpar” dirigidos à cabeça ou corpo, efetuados com as patas 

dianteiras), à ereção do pelo, à marcha, o escape ao toque, à agressividade e à 

capacidade de se erguer sobre as patas caudais. O animal é então suspenso pela 

cauda e avaliado, sobre uma grade colocada em cima da arena, quanto à presença 

de encurvamento do tronco, à capacidade de se segurar pelas patas craniais que 

corresponde a sua força ao agarrar, “pinna reflex”, à compressão dos dígitos das patas 

caudais e à imediata reação ao estímulo. Cada parâmetro recebe pontuação de 0 a 

2, sendo 20 a pontuação máxima total que o animal pode receber, indicando a 

inexistência de sintomas clínicos. 

3.6. Teste de reconhecimento de objetos 

O teste de reconhecimento de objetos é utilizado em modelos experimentais 

com roedores na avaliação de aspectos cognitivos, como a memória de curta e longa 

duração. É baseado na tendência natural dos animais em explorar preferencialmente 

objetos desconhecidos (133). O teste foi realizado em um campo aberto de 40 × 60 

cm, delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura. No primeiro dia (3 dpi) foi realizada 

a habituação, o animal foi cuidadosamente colocado no canto traseiro esquerdo do 

aparelho e o ambiente foi explorado por 5 min. No segundo dia (4 dpi), o animal foi 

devolvido ao aparelho, no qual havia dois objetos de mesmo formato, tamanho e cor 

(A1 e A2) para um tempo de exploração de 10 min. No dia seguinte (24 h depois) (5 
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dpi), avaliamos a memória de longo prazo e colocamos um novo objeto (B) em um 

tempo de exploração de 5 min. Resumidamente, a preferência exploratória foi definida 

como a porcentagem do tempo total de exploração gasto investigando um objeto 

familiar (A) ou um novo objeto (B), calculado para cada animal: TB/(TA + TB) × 100; 

Onde TA = tempo gasto explorando o objeto familiar A e TB = tempo gasto explorando 

o novo objeto B. A distância percorrida na arena do aparelho foi registrada como 

parâmetro da atividade locomotora. O software Anymaze (Stoelting Co., Wood Dale, 

IL, EUA) foi utilizado para a análise comportamental. 

3.7. Procedimento para a preparação da N-(cumarin-3-il)cinamamida (M220) 

3.7.1. Química 

Materiais de partida e reagentes foram obtidos de fornecedores comerciais 

(Sigma-Aldrich) e foram usados sem purificação adicional. O ponto de fusão (P.f.) não 

foi corrigido e foi determinado com um termopan Reichert Kofler ou em tubos capilares 

em um aparelho Büchi 510. Os espectros de 1H RMN (300 MHz) e 13C RMN e DEPT 

(75,4 MHz) foram registrados com um espectrômetro Bruker AMX usando CDCl3 como 

solvente. Os desvios químicos (δ) são expressos em partes por milhão (ppm) usando 

TMS como padrão interno. As constantes de acoplamento J são expressas em Hertz 

(Hz). As multiplicidades de spin são dadas como s (singleto), d (dupleto) em 

(multipleto). A espectrometria de massa foi realizada com um espectrômetro Hewlett-

Packard 5988A. A cromatografia flash (FC) foi realizada em sílica gel (Merck 60, 230-

400 mesh); A TLC analítica foi realizada em placas de gel de sílica pré-revestidas 

(Merck 60 F254). As soluções orgânicas foram secas sobre sulfato de sódio anidro. A 

concentração e evaporação do solvente após a reação ou extração foi realizada em 

um evaporador rotativo (Büchi Rotavapor) operando sob pressão reduzida. 
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3.7.2. Preparação do precursor 3-nitrocumarina 

A 3-nitrocumarina comercialmente disponível (Sigma-Aldrich) (1,0 mmol) foi 

dissolvida em etanol (10 mL). Paládio sobre carbono (Pd/C, quantidade catalítica) foi 

adicionado e a suspensão foi agitada em uma atmosfera de gás hidrogênio (H2) por 5 

horas. O lote foi evaporado e purificado por cromatografia flash, usando 

hexano/acetato de etila (9:1), para dar a 3-aminocumarina com 95% de rendimento. 

3.7.3. Procedimento geral para a preparação de 3-amidocumarinas 

A uma mistura de 3-aminocumarina (1,0 mmol) e piridina (1,1 mmol) em 

diclorometano (5 mL), foi adicionado cloreto de cinamoíla (1,1 mmol) gota a gota, a 

0°C, com agitação constante. A mistura de reação foi agitada de 0°C até a temperatura 

ambiente durante a noite. Após terminar a reação (comprovado por cromatografia de 

capa fina), a mistura foi então primeiro basificada com NaHCO3 saturado, e depois 

extraída com acetato de etilo e água. As porções orgânicas foram combinadas e secas 

sobre Na2SO4 anidro e filtradas, e o solvente foi evaporado para dar um produto bruto. 

O resíduo então purificado por cromatografia flash, usando hexano/acetato de etila 

(9:1), para dar a N-(cumarin-3-il)cinamamida (M220) com rendimento de 59% [30]. 

P.f.: 215 °C. 1H RMN (CDCl3) δ (ppm), J (Hz): 6.68 (d, 1H, J=15.6, CH), 7.31-7.63 (m, 

9H, ArH), 7.81 (d, 1H, J=15.6, CH), 8.34 (s, 1H, NH), 8.88 (s, 1H, ArH). 13C RMN 

(CDCl3) δ (ppm): 116.6, 120.3, 122.5, 124.4, 125.5, 125.7, 128.6, 129.7, 130.4, 130.7, 

135.4, 141.9, 150.4, 158.2, 165.8. DEPT (CDCl3) δ (ppm): 116.6, 122.5, 124.4, 125.7, 

128.6, 129.7, 130.4, 130.7, 141.9. EI-MS m/z (%): 291. 
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3.8. Tratamentos 

Os animais foram infectados conforme descrito acima e, após três dias de 

infecção, quando a parasitemia tornou-se detectável na corrente sanguínea, foram 

tratados com o composto M220 (10 mg/kg – dose utilizada para tratamentos in vivo 

sem efeito tóxico em camundongo como inibidor seletivos da MAO-B (134)) ou 

cloroquina (CQ) (30 mg/kg (82,128)) uma vez ao dia, diluído em carboximetilcelulose 

0,5% ou carboximetilcelulose 0,5% apenas, respectivamente, administrados por via 

oral por gavagem. Os animais tratados com o composto M220 e/ou CQ foram tratados 

por 10 dias. 

3.9. Espirometria 

Os camundongos foram infectados como descrito anteriormente (item 3.2 do 

Material e métodos). Os animais receberam uma injeção subcutânea de anestesia 

com associação de xilazina (12,5 mg/kg, Syntec do Brasil Ltda, Brasil) e cetamina (100 

mg/kg, Syntec do Brasil Ltda) por via subcutânea e foram submetidos a espirometria 

invasiva (Buxco Research Systems, Wilmington, NC, USA)  (135). Sob respiração 

mecânica, o volume corrente (VC), a complacência dinâmica (Cdyn) e a resistência 

pulmonar (Rp) foram determinados por meio de testes de resistência e complacência. 

Para medir a complacência estática (Cst) e o pico de complacência (PC), os pulmões 

foram inflados a uma pressão padrão de +30 cm H2O e então exalados lentamente 

até atingir uma pressão negativa de -30 cm H2O. O Cst foi avaliado a +10 cm H2O e o 

CP foi determinado pela relação pressão/volume no pico. Capacidade vital forçada 

(CVF) e capacidade inspiratória (Ci) foram registradas durante esta manobra. A 

manobra de volume de fluxo rápido foi realizada e os pulmões foram primeiro inflados 

a +30 cm H2O e imediatamente submetidos a uma pressão altamente negativa para 



46 
 

forçar a expiração até -30 cm H2O, e o volume expiratório forçado a 20 ms (VEF20) 

foi registrado. 

3.10. Imunofenotipagem por citometria de fluxo 

3.10.1. Isolamento de células do cérebro  

Camundongos infectados com PbA foram sacrificados em 5 dpi. Os cérebros 

foram então removidos e as células cerebrais totais e os infiltrados foram isolados. Em 

suma, os cérebros foram coletados e gentilmente homogeneizados com um bastão e 

proveta de vidro contendo Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Cultilab-

Materiais Para Cultura de Células Ltda. Brasil) contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) 

(Cultilab-Materiais Para Cultura de Células Ltda. Brasil). Os homogenatos foram 

passados por um filtro de células de náilon (tamanho dos poros, 70 μm; Becton, 

Dickinson, San Jose, CA) e depois centrifugados a 400 × g por 10 minutos. O 

sedimento foi ressuspenso em um gradiente de Percoll de 35% (Sigma-Aldrich) e 

depositado em um gradiente de Percoll de 70%. Após centrifugação (1.100 × g), a 

mielina foi aspirada do topo da camada de Percoll 35% e as células de interesse foram 

coletadas na camada limite, entre gradientes de 70% e 35%. As células foram então 

ressuspensas em meio RPMI 1640 contendo 5% de soro bovino fetal e contadas. 

3.10.2. Isolamento de células do pulmão 

Os pulmões desses mesmos animais foram retirados, os quais foram lavados 

cuidadosamente em solução de PBS para retirada do excesso de sangue. O tecido foi 

colocado em tubos de 2 mL contendo 300 µL de RPMI 1640 e cortados em pedaços 

menores com o auxílio de uma tesoura. O tecido cortado foi transferido para um tubo 

de 15mL contendo 5mL de solução de digestão (Colagenase C2139 SIGMA, 0,5 
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mg/ml e DNAse I, 20 µg/mL), incubado por 45 minutos a 37ºC sob agitação (200 rpm). 

Após a digestão, 1 mL de FBS foi adicionado para interromper a reação de digestão. 

A suspensão foi passada por uma peneira de células (70 µm) e as partes maiores 

restantes foram removidas. A solução foi centrifugada (300 g × 5 minutos, 10°C) para 

obter o pellet celular. O sedimento foi ressuspenso em 5 mL de tampão de lise de 

amônia-cloreto-potássio (ACK) (Gibco) para lisar os glóbulos vermelhos restantes 

(RBCs). Para neutralizar a reação, foram adicionados 10mL de RPMI complementado 

com 10% de FBS. Seguido de centrifugação (300 g × 5 minutos, 10°C) para obter o 

pellet celular novamente. 

3.10.3. Isolamento de células do baço 

Baços também foram removidos. Estes foram suavemente homogeneizados 

com um bastão e proveta de vidro contendo meio RPMI 1640 contendo 5% de soro 

fetal bovino. Os homogenatos foram passados por um filtro de células de nylon 

(tamanho dos poros, 70 μm; Becton, Dickinson, San Jose, CA) e depois centrifugados 

a 400 × g por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em tampão ACK para lise de 

RBC. Após 4 min, o tampão é neutralizado com RPMI 1640 contendo 5% de soro fetal 

bovino e novamente centrifugado a 400 × g por 10 min. O sedimento foi ressuspenso 

em meio RPMI 1640 contendo 5% de soro bovino fetal e as células viáveis foram 

contadas. 

3.10.4. Marcação de células para citometria 

As células purificadas do cérebro, pulmão e baço passaram pelas mesmas 

etapas de marcação para citometria e foram plaqueadas e incubadas com Brefeldina 

A (10 μg/mL) (Invitrogen) por 3 h a 37ºC na presença de 5% de CO₂. Em seguida, 

foram adicionados 300 μL de PBS/BSA 1% (solução salina tamponada com fosfato e 



48 
 

soro fetal bovino 1%) e centrifugados a 355 × g por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante 

foi cuidadosamente removido e PBS/BSA 1% Fc Block (Fc block - CD16/CD32) diluído 

1/100 foi adicionado e incubado por 30 minutos. Combinações específicas de 

anticorpos foram adicionadas às células para marcação de moléculas de superfície 

celular para CD3, CD11b (APC-Cy7); CD4, Ly6C (PE-Cy7); CD8, Ly6G, SinglecF 

(BV421); CD25, CD45 (PerCP-Cy5.5); F4/80 (FITC); CD11c (V500) e controles de 

isotipo (todos da BD Biosciences). Após a coloração, as células foram lavadas com 

300 μL de PBS/BSA 1% e centrifugadas a 355 × g por 5 minutos. Os sobrenadantes 

resultantes foram removidos e os pellets celulares foram ressuspensos em 200 μL de 

tampão de fixação (formaldeído a 2%) e incubados por 30 minutos. Após a fixação, as 

células foram lavadas com 300 μL de PBS/BSA 1% e centrifugadas a 355 × g por 5 

minutos. Tampão de permeabilização (200 μL) (Bioscience) foi adicionado e as células 

foram incubadas por 30 minutos no escuro e posteriormente centrifugadas a 355 × g 

por 5 minutos. Os sobrenadantes resultantes foram cuidadosamente removidos e os 

coquetéis de anticorpos específicos para coloração intracelular foram então 

adicionados IFNγ (Alexa 488); IL-17A (PE), FOXP3 (PE), TNF (PE); IL-10 (APC) e as 

células foram incubadas por 45 minutos em temperatura ambiente. As células foram 

ainda lavadas com 300 μL de PBS/BSA 1% seguido de centrifugação a 355 × g por 5 

minutos. Os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e as células 

sedimentadas foram ressuspendidos em 200 μL de PBS/BSA 1% para análise por 

citometria de fluxo. Um total de 30.000 células (eventos) foram adquiridos usando um 

citômetro FACS Canto II (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) e analisados usando 

o software FlowJo (versão 10 - Tree Star, Ashland, Oregon, USA) com as seguintes 

estratégias de separação dos grupos celulares: imunidade inata na Figura 1 e para 

as células da imunidade adquirida na Figura 2.  
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Figura 1. Estratégia de Gate para células da imunidade inata 
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Figura 2. Estratégia de Gate para células da imunidade adaptativa 

3.11. Análise Histopatológica e Morfométrica 

Após procedimentos mecânicos, os camundongos foram eutanasiados. O 

pulmão e o cérebro foram removidos e imediatamente fixados em formalina 

tamponada a 4% após 72h. Após esse tempo, o formol foi lavado com soro fisiológico 

e acondicionado em álcool 70%. O processamento e inclusão em parafina foram feitos 

com passagens subsequentes em etanol em diferentes concentrações (80%, 90%, 

absolutos 1, 2 e 3 – 30 minutos cada), xileno (1, 2 e 3 – 30 minutos cada). Foram 

realizados três cortes por pulmão (5μm) e feitos em lâminas de vidro, posteriormente 

corados com Hematoxilina de Harris (14 segundos) e Eosina (14 segundos) e 

examinados ao microscópio de luz. Os cortes foram capturados com uma câmera 

digital (Samsung SM-G9650 – f/2.4, 1/120, 4.30 mm, ISO100) acoplada a um 
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microscópio (IX70; Olympus, Center Valley, PA) com ampliação de 4x, 20x e 40x. 

Todas as ampliações foram multiplicadas por 2 devido à câmera acoplada ao 

microscópio. Dez imagens aleatórias de cada três cortes produzidos por pulmão foram 

adquiridas em 80x para contagem do infiltrado celular. Para a análise semiquantitativa, 

as lâminas foram examinadas em microscópio óptico de campo claro acoplado a um 

sistema digital de captura de imagens (Motic 2.0).  

Os fragmentos pulmonares foram examinados para pontuar a inflamação das 

vias aéreas, inflamação perivascular, inflamação do parênquima e presença de 

hemorragia, 20 imagens aleatórias por animal foram capturadas com ampliação de 

20X. A pontuação foi baseada na metodologia descrita anteriormente por (136). Onde 

a pontuação é baseada em 6 graus para inflamação das vias aéreas sendo: grau 0 

ausência de células inflamatórias ao redor das vias aéreas (ausente); grau 1 algumas 

vias aéreas têm um pequeno número de células (discreto); grau 2 algumas vias aéreas 

apresentam inflamação significativa (moderada); grau 3 a maioria das vias aéreas 

apresenta alguma inflamação (acentuada); grau 4, a maioria das vias aéreas está 

significativamente inflamada (intensa); grau 5 todas as vias aéreas estão 

completamente inflamadas (grave). A pontuação também foi baseada em 6 graus para 

inflamação perivascular: no grau 0 ausência de células inflamatórias ao redor dos 

vasos (ausente); no grau 1 alguns vasos apresentam pequeno número de células 

inflamatórias (discreto); no grau 2, alguns vasos apresentam inflamação significativa 

(moderada); grau 3 a maioria dos vasos apresenta alguma inflamação (acentuada); 

grau 4 A maioria dos vasos está significativamente inflamada (intensa); grau 5 todos 

os vasos estão completamente inflamados (grave). Da mesma forma, o escore para 

inflamação do parênquima foi baseado em 6 graus, com grau 0 igual a menos de 1% 

do parênquima acometido; grau 1 de 1 a 9% do parênquima acometido; grau 2 de 10 
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a 29% do parênquima acometido; grau 3 de 30 a 49% do parênquima acometido; grau 

4 de 50 a 69% do parênquima acometido; grau 5 para mais de 70% do parênquima 

afetado.  

Os fragmentos cerebrais foram submetidos a análise histopatológica quanto a 

congestão, hemorragia parenquimatosa e infiltração celular. A análise morfométrica 

foi feita a partir de adaptações da metodologia descrita anteriormente por (136). Para 

a quantificação do infiltrado inflamatório, foram digitalizadas 20 imagens 

randomizadas do córtex cerebral em aumento de 40x, onde o infiltrado foi identificado 

e quantificado manualmente com auxílio de um cursor. 

3.12. Análise estatística 

A significância estatística foi avaliada usando GraphPad Prism Software 8.0. 

Foram utilizados o teste t de Student, análise de variância (ANOVA) de uma via, pós-

teste de comparações múltiplas de Tukey, ANOVA de duas vias e pós-teste de 

comparações múltiplas de Sidak, conforme descrito na legenda de cada figura. Os 

dados são representados como a média ± SEM com significância considerada em p ≤ 

0,05. As análises estatísticas foram realizadas usando GraphPad Prism 8.0.1 

(GraphPad Software, Inc.). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Química 

 A síntese da cumarina estudada (M220) foi realizada em duas etapas diferentes 

(137). A primeira inclui a redução do grupo nitro da 3-nitrocumarina comercialmente 

disponível em atmosfera de hidrogênio, na presença de etanol e catalisador de 

paládio, à temperatura ambiente, por cinco horas. Após a redução do grupo nitro à 

amina correspondente, a segunda etapa envolve uma reação de amidação usando 

cloreto de cinamoíla, piridina e diclorometano, de zero graus Celsius à temperatura 

ambiente, agitando durante a noite.  

 Depois de completar este protocolo, o produto final (M220, Figura 3) foi então 

caracterizado por 1H e 13C RMN e espectroscopia de massa. Em particular, os picos 

obtidos por 1H RMN nos ajudaram a elucidar a estrutura química. A presença de um 

singuleto largo em 8.34 ppm é compatível com o próton de nitrogênio do grupo amina. 

Além disso, a presença de um dupleto em 6.68 ppm, com constante de acoplamento 

de 15.6 Hz, é compatível com o hidrogênio da dupla ligação contígua ao grupo 

carbonila da amina, de um isômero trans. 
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Figura 3. A síntese de N-(cumarin-3-il)cinamamida) (M220) (137) 

 Para chegar a selecionar este composto e prepará-lo em grande escala para 

ter a quantidade necessária na pureza requerida para os estudos in vivo, primeiro foi 

feita uma triagem rápida de vários compostos fenólicos sintetizados no grupo da Prof. 

Maria João Matos, na Faculdade de Farmácia da Universidade de Santiago de 

Compostela (exemplos na Figura 4). Todos esses compostos, estudados incialmente 

in vitro, foram selecionados com base nas suas diversidades estruturais, tendo em 
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conta que todos eles apresentam os requisitos de terem atividades antioxidantes e 

neuroprotetoras já comprovadas, juntamente com a capacidade de atravessar a 

barreira hematoencefálica e chegar ao cérebro. Posteriormente, os compostos do tipo 

fenólico foram estudados no sangue de camundongos WT infectados, como descrito 

anteriormente (item 2.2). O sangue periférico desses animais foi colhido após 7 dias 

de infecção (dpi), alíquotado em tubos e incubado a temperatura ambiente com os 

diferentes compostos. Uma alíquota contendo apenas sangue e uma incubada com 

CQ foram feitas para fins de controle. Após 1h, o sangue foi levado a leitura em 

citometria de fluxo para análise da porcentagem de fluorescência de parasitos 

presentes nas hemácias como já descrito anteriormente (item 2.3). A escolha do 

melhor candidato foi com base na maior porcentagem de hemácias vivas assim como 

a menor porcentagem de fluorescência GFP (FITC) que correspondia diretamente a 

presença do PbA. De todos os compostos da triagem, o composto M220 provou ser o 

mais interessante para seguir para os estudos in vivo nos modelos de malária grave. 

Esta molécula foi elencada como a melhor dentre as demais moléculas por manter 

alta a porcentagem de hemácias vivas (94,6%) e reduzir a porcentagem de hemácias 

contendo Plasmodium GFP de 46% para 27,8%. Uma redução de 78% maior se 

comparada aos resultados obtidos com CQ (46% para 35,8%). Desta forma, depois 

de conhecer o perfil antioxidante e neuroprotetor das moléculas em estudo, 

escolhemos, com base nos critérios de redução de parasitemia e sobrevivência 

celular, o composto M220 para os testes in vivo.  
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Figura 4. Exemplos de alguns dos compostos estudados na triagem in vitro inicial, 

prévia à seleção do composto M220 

Assim, de uma família de compostos fenólicos, o composto M220 foi 

selecionado. Por apresentar uma estrutura de tipo amida, foram realizados estudos 

de estabilidade em meio fisiológico, usando diferentes buffers, a diferentes pHs. 

Também, foram incubadas as amostras a diferentes temperaturas desde a 

temperatura ambiente (20oC) até 37oC. Em todas as condições estudadas, o 

composto provou ser estável, não sendo observados sinais de degradação ou 

metabolização.  

4.1. Tratamento com o composto M220 protege camundongos da mortalidade e 

controla a parasitemia de forma mais eficiente que o antimalárico sozinho 

Tendo em vista esses achados químicos e suas potenciais atividades 

biológicas, foi proposta a investigação dos efeitos do tratamento com o composto 

M220 durante a infecção por PbA. Parâmetros gerais e primários foram analisados, 

como sobrevivência, pontuação de RBMC, perda de peso e parasitemia. O início do 

tratamento dos animais deu-se no 3º dpi. Este é o momento em que os camundongos 

apresentam parasitemia, mas geralmente sem envolvimento neurológico. Os achados 

aqui apresentados demonstram que camundongos tratados apenas com M220 

tiveram um aumento de quatro vezes no tempo de sobrevida em comparação com o 
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grupo infectado não tratado (Figura 5A). O tratamento com a combinação de M220 e 

CQ (M220+CQ) mostrou-se moderadamente mais eficaz, aumentando 

significativamente em cinco vezes a sobrevida média da infecção por PbA (Figura 

5A). O score clínico (RMCBs) foi utilizada a fim de detectar alterações 

comportamentais e neurológicas durante a infecção por PbA. Após a interrupção do 

tratamento no dia 12º, aos 20º dpi, a pontuação clínica dos camundongos tratados 

com M220 apresentou piora quando comparado aos demais grupos tratados; os 

camundongos tratados com M220+CQ continuaram a exibir pontuações clínicas 

superiores em comparação com as pontuações dos camundongos nos outros grupos 

de tratamento (Figura 5B). Além disso, foi encontrada perda de peso de maneira 

significativa nos animais dos grupos tratados com o composto M220 ou CQ (Figura 

5C). Já nos camundongos tratados com M220+CQ apresentaram perda de peso 

reduzida em comparação com os demais grupos tratados (Figura 5C). A Figura 5D 

mostra que o tratamento com M220+CQ possui maior eficácia no controle da 

parasitemia se comparada a cada tratamento separadamente se comparados. 
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Figura 5. Tratamento com o composto M220 protege camundongos da mortalidade e 

controla a parasitemia de forma mais eficiente que o antimalárico sozinho 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados por via intraperitoneal (i.p.) com 1×105 eritrócitos 

parasitados com PbA. Os camundongos foram tratados com composto M220 (10 mg/kg) e/ou 

CQ (30 mg/kg) via gavagem uma vez por dia de 3º ao 12º dpi. Os seguintes grupos de animais 

foram gerados: camundongos não infectados (Co) que receberam apenas o veículo, 

camundongos infectados (If) que receberam apenas o veículo, (M220) camundongos 

infectados e tratados com M220, (CQ) camundongos infectados e tratados com CQ e 

(M220+CQ) camundongos infectados e tratados com M220+CQ. Os seguintes parâmetros 

foram avaliados: (A) sobrevida, (B) escore clínico usando o parâmetro Rapid Murine Coma 

and Behavior Scale-RBMC; (C) perda de peso; (D) parasitemia. Os dados são representativos 

de pelo menos dois experimentos independentes (4-6 camundongos/grupo) sendo 

apresentados como a média ± SEM. A análise estatística foi realizada usando análise de 

variância One-way ANOVA com Dunnett´s como pós-teste, two-way ANOVA com Sidak´s 

como pós-teste e teste de log-rank (Mantel-Cox). # para comparação do grupo CQ vs. grupo 

M220+CQ; * para comparação de grupos infectados tratados vs. grupo infectado não tratado. 

# ou * p < 0,05. 
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4.2. Tratamento com o composto M220 reduz a lesão cerebral em camundongos 

infectados com PbA 

Ao ser avaliado o córtex cerebral dos animais nos grupos infectados e tratados 

com CQ, foi observado infiltrado inflamatório predominantemente mononuclear 

caracterizado por linfócito (Figura 6A e B) e frequentemente observado a presença 

de vasos congestos (Figura 6A). Nos cérebros de animais infectados também foram 

observadas extensas áreas hemorrágicas (Figura 6B). Quando tratados com M220 

ou com a combinação de M220+CQ foram observados no córtex cerebral, discreto 

infiltrado linfocitário, pequenos vasos congestos e significativa redução de áreas 

hemorrágicas (Figura 6A e B) mostrando eficácia desses tratamentos no controle da 

inflamação cerebral.  
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Figura 6. Tratamento com o composto M220 reduz a lesão cerebral em camundongos 

infectados com PbA 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na Figura 1. 

Os animais foram sacrificados no 5º dpi e o cérebro foi removido para confecção de lâminas 

histológicas: (A) fotomicrografias representativas de cortes cerebrais corados com H&E 

(aumento de 20x e 40x); cortes de um camundongo não infectado com aparência histológica 

normal (Co) e (If) camundongos infectados com PbA mostrando múltiplos infiltrados 

inflamatórios (seta), áreas de sangramento (asteriscos) e focos inflamatórios (hashtag) no 5º 

dpi. As barras na imagem representam 50 mm. (B) área hemorrágica (mm2) do tecido 

cerebral. Os dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes (4-

6 camundongos/grupo) sendo apresentados como a média ± SEM. A análise estatística foi 

realizada usando análise de variância One-way ANOVA com Dunnett´s como pós-teste, two-

way ANOVA com Sidak´s como pós-teste e teste de log-rank (Mantel-Cox). * p < 0,05. 
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4.3. M220 preserva eficientemente a capacidade de formação de memória em 

camundongos infectados por PbA 

Tendo em vista as análises do tecido cerebral e os danos nele observados, é 

fundamental importância observar a capacidade cognitiva dos animais. O teste de 

reconhecimento de objetos novo mostrou que os camundongos infectados, não 

tratados ou tratados com somente CQ, perderam significativamente a capacidade de 

formar memória ao 5º dpi (Figura 7A). Em contraste, camundongos tratados com 

M220 ou M220+CQ mostraram capacidade total de reconhecer o novo objeto, 

semelhante aos camundongos controle não infectados (Figura 7B). Notavelmente, 

representantes dos grupos controle e infectados tratados com M220+CQ ainda vivos 

após 45 dpi foram submetidos novamente ao novo teste de reconhecimento de 

objetos, demonstrando capacidade cognitiva preservada. 

 

Figura 7. M220 preserva eficientemente a capacidade de formação de memória em 

camundongos infectados por PbA 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na Figura 1. 

Avaliação cognitiva por meio de teste de reconhecimento de objetos realizado no 5º (A) e 47º 

(B) dpi. Os dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes (4-6 

camundongos/grupo) sendo apresentados como a média ± SEM. A análise estatística foi 

realizada usando análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste de Dunnett, ANOVA 

de duas vias com pós-teste de Sidak´s e teste de log-rank (Mantel-Cox). * p < 0,05. 
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4.4. Tratamento com o composto M220 reduz lesões e inflamações no tecido 

pulmonar em camundongos infectados com PbA 

Juntamente com o cérebro, os pulmões são os órgãos mais afetados, 

apresentando a síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), uma 

complicação presente na malária grave. A disfunção pulmonar afeta cerca de 20% 

dos casos de malária P. falciparum (57) e envolve processos inflamatórios (60). 

Portanto, levantou-se a hipótese de que os tratamentos também diminuiriam a 

inflamação pulmonar e reverteriam a disfunção pulmonar observada na malária grave. 

A avaliação histológica revelou infiltração celular aumentada e inflamação intensa, 

além de inflamação peribrônquica, perivascular e parenquimal intensa em 

camundongos não tratados, infectados com PbA no 6º dpi (Figuras 8A-C). Quando 

tratados com CQ, não se observam melhoras em comparação aos animais infectados. 

Por outro lado, os camundongos do grupo tratado com M220 ou M220+CQ mostraram 

inflamação peribrônquica, perivascular e parenquimal moderada. No grupo tratado 

com M220+CQ, além da inflamação reduzida, o escore histológico encontra-se 

diminuído (Figura 8B). 
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Figura 8. Tratamento com o composto M220 reduz lesões e inflamações no tecido 

pulmonar em camundongos infectados com PbA 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na Figura 1. 

(A). Fotomicrografias representativas de seções pulmonares coradas com H&E (ampliação 

de 4x e 40x); cortes de um camundongo não infectado com aparência histológica normal (Co) 

e (If) camundongos infectados com PbA mostrando espessamento dos septos alveolares 

(seta) no 6º dpi. Notavelmente, o tratamento com M220+CQ reduziu a lesão pulmonar 

observada no 6º dpi. As barras na imagem representam 50 µm. (B) escore histológico do 

tecido pulmonar (C) análise descritiva dos parâmetros histopatológicos do 6º dpi. Os dados 

são representativos de pelo menos dois experimentos independentes (4-6 

camundongos/grupo) sendo apresentados como a média ± SEM. A análise estatística foi 

realizada usando a variância One-way ANOVA com Tukey como pod-teste e o teste t de 
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Student´s. # para comparação de grupos de controle vs. grupo infectado; * para comparação 

do grupo CQ vs. grupo M220+CQ. * ou # p < 0,05.  

 

4.5. Administração de M220 atenua a disfunção mecânica pulmonar durante a 

infecção por PbA em camundongos 

Foi realizada a espirometria forçada a fim de verificar essa função vital e 

observar se os nossos tratamentos exerciam influências sobre ela. A avaliação da 

função pulmonar mostrou um reflexo de inflamação tecidual e lesão pulmonar, levando 

a disfunção mecânica evidente com Rp acentuadamente aumentada, com perda de 

todas as complacências analisadas (Cst, Cdyn e PC), redução do fluxo das vias 

aéreas (VEF20) e baixos volumes pulmonares (CVF, Ci e VC) em camundongos não 

tratados, infectados com PbA. O tratamento com M220 ou CQ resultou em melhora 

discreta da função pulmonar. No entanto, o tratamento com M220+CQ melhorou 

fortemente a função pulmonar, que se normalizou em 5 e 6 dpi (Figuras 9A–H). 

 

 

Figura 9. Administração de M220 atenua a disfunção mecânica pulmonar durante a 

infecção por PbA em camundongos 
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Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na Figura 1. 

Aos 5º e 6º dpi, os camundongos foram anestesiados, traqueostomizados, colocados em um 

pletismógrafo corporal e conectados a um ventilador controlado por computador. (A) 

complacência estática (Cst), (B) complacência dinâmica (Cdyn), (C) pico de complacência 

(PC), (D) volume expiratório forçado em 20 ms (VEF20), (E) capacidade vital forçada (CVF); 

foram analisados (F) capacidade inspiratória (Ci), (G) resistência pulmonar (Rp) e (H) volume 

corrente (VC). Os dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes 

(4-6 camundongos/grupo) sendo apresentados como a média ± SEM. A análise estatística foi 

realizada usando a variância One-way ANOVA com Tukey como pod-teste e o teste t de 

Student´s. # para comparação de grupos de controle vs. grupo infectado; * para comparação 

do grupo CQ vs. grupo M220+CQ. * ou # p < 0,05.  

 

4.6. Redução de células mieloides e micróglia e aumento da produção de IL-10 

após o tratamento com M220 em camundongos infectados com PbA 

Em seguida, procuramos determinar se a modulação da inflamação cerebral e 

pulmonar era o mecanismo subjacente pelo qual o composto M220 exercia seu efeito 

protetor. Para tanto, foram avaliados os perfis celulares das respostas imunes nesses 

órgãos. Os camundongos foram infectados e tratados conforme descrito nas seções 

2.2 e 2.4 dos Materiais e Métodos, sacrificados no 5º dpi, e o cérebro e o pulmão foram 

coletados, processados e as células recuperadas foram marcadas com anticorpos 

específicos (conforme descrito na metodologia) para análise de citometria de fluxo. 

Os resultados mostraram que o número de células mieloides (CD11b+CD45hi) 

e micróglia (CD11b+CD45mid-low) no cérebro diminuiu acentuadamente após o 

tratamento com CQ em camundongos infectados com PbA (Figura 10A). 

Notavelmente, o tratamento com M220+CQ foi ainda mais eficaz do que apenas com 

CQ, reduzindo ambos os subconjuntos de células no cérebro (Figura 10A). Além 

disso, o tratamento com M220+CQ aumentou a produção de IL-10 mais do que a 

produção de TNF por ambos os subconjuntos de células quando comparado com o 
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grupo que recebeu apenas tratamento com CQ, que apresentou níveis mais elevados 

de TNF do que IL-10 (Figura 10B). 

 

 

Figura 10. Redução de células mieloides, micróglia e aumento da produção de IL-10 

observado após o tratamento com M220 em camundongos infectados com PbA 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na Figura 1. 

Os camundongos foram sacrificados no 5º dpi, seus cérebros foram colhidos e 

homogeneizados, e as populações de células residentes e sequestradas foram analisadas 

por citometria de fluxo. (A) células CD11b+CD45hi e CD11b+CD45mid-low. (B) Heat map 

representando a intensidade de fluorescência mediana (MFI) de TNF e IL-10 em 

CD11b+CD45mid-low. Os dados apresentados nos gráficos representam valores dos números 

de células normalizados pelos animais controle não infectados (fold-change). Em todos os 

heat maps, a escala de cores corresponde aos níveis relativos de MFI para cada citocina 

analisada (dados apresentados em escala de cinza; preto indica níveis mais altos de MFI de 

citocina e branco indica níveis mais baixos de MFI de citocina). Os dados são representativos 

de dois experimentos independentes (seis camundongos/grupo) sendo apresentados como a 

média ± SEM. As análises estatísticas foram realizadas usando One-way ANOVA com 

Tukey´s como pós-teste, Two-way ANOVA com Sidak’s como pós-teste e o teste t de 

Student´s. # para comparação do grupo CQ vs. grupo M220+CQ; * para comparação de 

grupos infectados tratados vs. grupo infectado não tratado. * ou # p < 0,05.  

 

 

 



67 
 

4.7. Grupos tratados com CQ e M220+CQ apresentaram no cérebro números 

reduzidos de macrófagos positivos para IL-10, porém elevado o nível de 

produção de IL-10 

Também foram investigadas as células da imunidade inata que infiltraram no 

tecido cerebral durante a infecção por PbA. Os resultados demostram números 

reduzidos de macrófagos, DCs, neutrófilos e monócitos Ly6Chi produtores de TNF 

(Figura 11A) e IL-10 (Figura 11B), encontrados nos grupos CQ e M220+CQ quando 

comparados aos apenas infectados. Ao investigarmos os níveis de produção das 

citocinas (MFI) é possível notar a eficiência de M220+CQ em induzir níveis mais 

elevados de IL-10 do que TNF, um ator essencial na imunorregulação, também foi 

observada nesses leucócitos (Figura 11C). 
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Figura 11. Grupos tratados com CQ e M220+CQ apresentaram no cérebro números 

reduzidos de macrófagos positivos para IL-10, porém elevado o nível de produção de 

IL-10 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na Figura 1. 

Os camundongos foram sacrificados no 5º dpi, seus cérebros foram colhidos e 

homogeneizados, e as populações de células residentes e sequestradas foram analisadas 

por citometria de fluxo. (A, B) células CD11b+F4/80+ (macrófagos), CD11c+F4/80- (DCs), 

CD11b+Ly6G+ (neutrófilos) e Ly6G-Ly6Chi (monócitos Ly6Chi) positivos para TNF (A) e IL-10 

(B). (C) Heat map representando o MFI de TNF e IL-10 em macrófagos, DCs, neutrófilos e 

monócitos Ly6Chi. Em todos os heat maps, a escala de cores corresponde aos níveis relativos 

de MFI para cada citocina analisada (dados apresentados em escala de cinza; preto indica 

níveis mais altos de MFI de citocina e branco indica níveis mais baixos de MFI de citocina). 

Os dados apresentados nos gráficos representam valores dos números de células 

normalizados pelos animais controle não infectados (fold-change). Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes (seis camundongos/grupo) sendo 

apresentados como a média ± SEM. As análises estatísticas foram realizadas usando One-

way ANOVA com Tukey´s como pós-teste, Two-way ANOVA com Sidak’s como pós-teste e o 
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teste t de Student´s. # para comparação do grupo CQ vs. grupo M220+CQ; * para comparação 

de grupos infectados tratados vs. grupo infectado não tratado. * ou # p < 0,05.  

 

4.8. Camundongos infectados com PbA e tratados com M220 apresentam 

redução dos níveis de produção de IFNγ e IL-17A por células Th1 e Th17, e 

aumento de IL-10 

Além disso, camundongos não tratados infectados com PbA apresentaram 

resposta Th1 e Th17 robusta (Figura 12A), produzindo IFNγ e IL-17A (Figura 12B), 

respectivamente, com células Th2 e T regulatórias (Tregs) mais baixas e menos 

ativadas (Figura 12A) produzindo IL-10 (Figura 12B). Além disso, foi observado 

números aumentados de linfócitos T CD8+IFNγ+ e CD8+IL-17+ no grupo de animais 

infectado não tratado (Figura 12C). Por outro lado, camundongos infectados com PbA 

tratados com M220+CQ apresentaram respostas Th1 e Th17 diminuídas (Figura 

12A), como também, níveis significativamente reduzidos de IFNγ e IL-17A e aumento 

de IL-10 (Figura 12B) em comparação com o grupo de camundongos infectados não 

tratado. Esse mesmo comportamento de redução de células e produção de citocinas 

foi observado em linfócitos T CD8+ do grupo M220+CQ quando comparados aos do 

grupo infectado não tratado (Figuras 12C e D). 
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Figura 12. Camundongos infectados com PbA e tratados com M220+CQ apresentam 

resposta Th1 e Th17 com produção de IFNγ e IL-17A reduzida 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na Figura 1. 

Os camundongos foram sacrificados no 5º dpi, seus cérebros foram colhidos e 

homogeneizados, e as populações de células residentes e sequestradas foram analisadas 

por citometria de fluxo. (A) Linfócitos CD3+CD4+ positivos para IFNγ, IL-10, IL-17A e Foxp3 

(Treg). (B) Heat map representando MFI de IFNγ, IL-10 e IL-17A em linfócitos CD4+. (C) 

Linfócitos CD3+CD8+ positivos para IFNγ, IL-10, IL-17A e Foxp3 (Treg); (D) Heat map 

representando MFI de IFNγ, IL-10 e IL-17A em linfócitos CD8+. Em todos os heat maps, a 

escala de cores corresponde aos níveis relativos de MFI para cada citocina analisada (dados 

apresentados em escala de cinza; preto indica níveis mais altos de MFI de citocina e branco 

indica níveis mais baixos de MFI de citocina). Os dados apresentados nos gráficos 

representam valores dos números de células normalizados pelos animais controle não 

infectados (fold-change). Os dados são representativos de dois experimentos independentes 

(seis camundongos/grupo) sendo apresentados como a média ± SEM. As análises estatísticas 

foram realizadas usando One-way ANOVA com Tukey´s como pós-teste, Two-way ANOVA 

com Sidak’s como pós-teste e o teste t de Student´s. # para comparação do grupo CQ vs. 

grupo M220+CQ; * para comparação de grupos infectados tratados vs. grupo infectado não 

tratado. * ou # p < 0,05. 
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4.9. Efeitos do tratamento com M220 durante a resposta inflamatória induzida 

por PbA nos pulmões 

Considerando os resultados de histologia e mecânica pulmonar, a citometria de 

fluxo do tecido pulmonar foi realizada para avaliar células da imunidade presentes 

neste órgão. A infecção por PbA induziu um aumento acentuado no número de células 

que liberam citocinas no pulmão. Três vezes mais para macrófagos produtores de 

TNF e DC, 5 a 7 vezes mais para neutrófilos e macrófagos alveolares produtores de 

TNF (Figura 13A). Além disso, embora em menor número do que as células TNF+, 

um número aumentado de macrófagos produtores de IL-10, DCs, neutrófilos e 

macrófagos alveolares foi encontrado nos pulmões após a infecção por PbA (Figura 

13B). Embora o tratamento apenas com CQ tenha aumentado o número de 

macrófagos produtores de TNF (Figura 13A), reduziu os níveis de produção de TNF 

e aumentou os níveis de produção de IL-10 por essas células durante a infecção 

(Figura 13C). O tratamento com M220+CQ aumentou o número de DCs e neutrófilos 

positivos para TNF (Figura 13A), mas reduziu os níveis da produção de TNF pelos 

macrófagos alveolares (Figura 13C). Notavelmente, os resultados demonstram 

aumento no número de macrófagos, DCs, neutrófilos e macrófagos alveolares 

positivos para IL-10 (Figura 13B). Além disso, o tratamento com M220+CQ estimulou 

essas células, exceto os macrófagos alveolares, a produzir níveis aumentados dessa 

citocina anti-inflamatória quando comparado com camundongos não tratados 

infectados (Figura 13C).  
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Figura 13. Efeitos do tratamento com M220 durante a resposta inflamatória induzida por 

PbA nos pulmões 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na legenda 

da Figura 1. Os camundongos foram sacrificados no 5º dpi, os pulmões foram colhidos e 

homogeneizados e as populações de células residentes e sequestradas foram analisadas por 

citometria de fluxo. (A, B) CD11b+F4/80+ (macrófagos), CD11c+F4/80- (DCs), CD11b+Ly6G+ 

(neutrófilos) e SinglecF+CD11c+ (macrófagos alveolares) foram positivos para TNF (A) e IL-

10 (B). (C) Heat map representando a intensidade de fluorescência mediana (MFI) de TNF e 

IL-10 em macrófagos, DCs, neutrófilos e macrófagos alveolares. Em todos os heat maps, a 

escala de cores corresponde aos níveis relativos do MFI para cada citocina analisada (dados 

apresentados em escala de cinza; preto indica níveis mais altos de MFI de citocina e branco 

indica os níveis mais baixos de MFI de citocina). Os dados apresentados nos gráficos 

representam valores dos números de células normalizados pelos animais controle não 

infectados (fold-change). Os dados são representativos de pelo menos dois experimentos 

independentes (três camundongos/grupo) sendo apresentados como a média ± SEM. A 

análise estatística foi realizada usando, usando One-way ANOVA com Tukey´s como pós-
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teste e o teste t de Student. # para comparação do grupo CQ vs. grupo M220+CQ; * para 

comparação de grupos infectados tratados vs. grupo infectado não tratado. * ou # p < 0,05. 

 

4.10. Camundongos infectados e tratados com M220+CQ têm um aumento de 

células positivas para IL-10 e IL-17A e de linfócitos Treg no pulmão 

Os resultados também demonstram que as células da imunidade adaptativa de 

animais tratados com M220+CQ tiveram perfil alterado das células Th durante a 

infecção, aumentando as células positivas para IL-10 e IL-17A e os linfócitos Treg 

(Figura 14A). Além disso, o tratamento com M220+CQ resultou em níveis mais 

elevados de produção de IL-10 do que de IFNγ e IL-17A por linfócitos T CD4+ e CD8+ 

(Figuras 14B e 14D). Para linfócitos CD8, observamos que quando os animais eram 

infectados e tratados com M220 ou M220+CQ, ocorreu um aumento do número de 

células positivas para IL-10 e células CD8reg (Figura 14C). 

 

 

Figura 14. Camundongos infectados e tratados com M220+CQ têm um aumento de 

células positivas para IL-10 e IL-17A e de linfócitos Treg no pulmão 
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Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na legenda 

da Figura 1. Os camundongos foram sacrificados no 5º dpi, os pulmões foram colhidos e 

homogeneizados e as populações de células residentes e sequestradas foram analisadas por 

citometria de fluxo. (A) Linfócitos CD3+CD4+ positivos para IFNγ, IL-10, IL-17A e Foxp3 (Treg). 

(B) Heat map representando o MFI de IFNγ, IL-10 e IL-17A em células T CD4+. (C) Os 

linfócitos CD3+CD8+ foram positivos para IFNγ, IL-10, IL-17A e Foxp3 (Treg). (D) Heat map 

representando o MFI de IFNγ, IL-10 e IL-17A em células T CD8+. Em todos os heat maps, a 

escala de cores corresponde aos níveis relativos do MFI para cada citocina analisada (dados 

apresentados em escala de cinza; preto indica níveis mais altos de MFI de citocina e branco 

indica os níveis mais baixos de MFI de citocina). Os dados apresentados nos gráficos 

representam valores dos números de células normalizados pelos animais controle não 

infectados (fold-change). Os dados são representativos de pelo menos dois experimentos 

independentes (três camundongos/grupo) sendo apresentados como a média ± SEM. A 

análise estatística foi realizada usando, usando One-way ANOVA com Tukey´s como pós-

teste e o teste t de Student. # para comparação do grupo CQ vs. grupo M220+CQ; * para 

comparação de grupos infectados tratados vs. grupo infectado não tratado. * ou # p < 0,05. 

 

4.11. Tratamento com CQ e/ou M220+CQ reduz o número de macrófagos, DCs, 

neutrófilos e monócitos Ly6Chi positivos para TNF e IL-10 no baço de animais 

infectados 

O baço contém várias células imunes e estromais, proporcionando um 

ambiente para rastrear o sangue em busca de moléculas e organismos estranhos e 

ativar células imunes [42]. Durante a infecção por PbA, as hemácias infectadas 

circulam pelo organismo sendo o baço, um órgão essencial para a ativação e/ou 

geração/expansão de células imunes contra esta infecção. Os resultados demonstram 

que o tratamento com M220+CQ reduziu o número de TNF+ e IL-10+ em macrófagos, 

DCs, neutrófilos e monócitos Ly6Chi (Figuras 15A e 15B) se comparados com o grupo 

infectado não tratado. Importante ressaltar que, o tratamento com M220+CQ afetou a 

estabilidade da produção de citocinas de TNF e IL-10, reduzindo o TNF e aumentando 
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os níveis de IL-10 por esses subconjuntos de células, exceto para neutrófilos (Figura 

15C). 

 

Figura 15. Tratamento com CQ e/ou M220+CQ reduz o número de macrófagos, DCs, 

neutrófilos e monócitos Ly6Chi positivos para TNF e IL-10 no baço de animais 

infectados 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na legenda 

da Figura 1. Os camundongos foram sacrificados no 5º dpi, os baços foram colhidos e 

homogeneizados e os esplenócitos foram analisados por citometria de fluxo. (A, B) Células 

CD11b+F4/80+ (macrófagos), CD11c+F4/80- (DCs), CD11b+Ly6G+ (neutrófilos) e Ly6G-Ly6Chi 

(monócitos Ly6Chi) foram positivos para TNF (A) e IL -10 (B). (C) Heat map representando a 

intensidade de fluorescência mediana (MFI) de TNF e IL-10 em macrófagos, DCs, neutrófilos 

e monócitos Ly6Chi. Em todos os heat maps, a escala de cores corresponde aos níveis 

relativos de MFI para cada citocina analisada (dados apresentados em escala de cinza; preto 

indica os níveis mais altos de MFI de citocina e branco indica níveis mais baixos de MFI de 

citocina). Os dados apresentados nos gráficos representam valores dos números de células 

normalizados pelos animais controle não infectados (fold-change). Os dados são 
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representativos de dois experimentos independentes (seis camundongos/grupo) sendo 

apresentados como a média ± SEM. A análise estatística foi realizada usando One-way 

ANOVA com Tukey´s como pós-teste e o teste t de Student. # para comparação do grupo CQ 

vs. grupo M220+CQ; * para comparação de grupos infectados tratados vs. grupo infectado 

não tratado. * ou # p < 0,05. 

4.12. Tratamento com M220 promove redução drástica de todos os linfócitos 

assim como suas produções de citocinas no baço 

Quando avaliamos as células da imunidade adaptativa, os resultados 

demonstram que camundongos infectados tratados com M220+CQ sofreram uma 

redução profunda nos linfócitos Th1, Th2, Th17 e Treg (Figura 16A), células T CD8+ 

produtoras de IFNγ, IL-10 ou IL-17A e linfócitos Treg CD8+ (Figura 16C). No baço, o 

tratamento com M220+CQ, mas não com apenas CQ, reduziu a produção de IFNγ e 

IL-10 pelos linfócitos T CD4+ e CD8+ quando comparado com camundongos 

infectados não tratados (Figuras 16B e 16D).  

 

Figura 16. Tratamento com M220 promove redução drástica de todos os linfócitos 

assim como suas produções de citocinas no baço 

Camundongos C57Bl/6 foram infectados com PbA e tratados conforme descrito na legenda 

da Figura 1. Os camundongos foram sacrificados no 5º dpi, os baços foram colhidos e 
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homogeneizados e os esplenócitos foram analisados por citometria de fluxo. (A) Linfócitos 

CD3+CD4+ positivos para IFNγ, IL-10, IL-17A e FOXP3 (Treg). (B) Heat map representando o 

MFI de IFNγ, IL-10 e IL-17A em células T CD4+. (C) Os linfócitos CD3+CD8+ foram positivos 

para IFNγ, IL-10, IL-17A e FOXP3 (Treg). (D) Heat map representando o MFI de IFNγ, IL-10 

e IL-17A em células T CD8+. Em todos os heat maps, a escala de cores corresponde aos 

níveis relativos de MFI para cada citocina analisada (dados apresentados em escala de cinza; 

preto indica os níveis mais altos de MFI de citocina e branco indica níveis mais baixos de MFI 

de citocina). Os dados apresentados nos gráficos representam valores dos números de 

células normalizados pelos animais controle não infectados (fold-change). Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes (seis camundongos/grupo) sendo 

apresentados como a média ± SEM. A análise estatística foi realizada usando One-way 

ANOVA com Tukey´s como pós-teste e o teste t de Student. # para comparação do grupo CQ 

vs. grupo M220+CQ; * para comparação de grupos infectados tratados vs. grupo infectado 

não tratado. * ou # p < 0,05. 
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5. DISCUSSÃO 

A malária grave tem uma alta taxa de mortalidade. Esta doença produz 

inflamação intensa, causando várias complicações de saúde (138). Além da morte, o 

principal desafio para a infecção da malária são os efeitos colaterais dos 

medicamentos antimaláricos, que podem causar a persistência dos sintomas ou até 

piorar os sintomas após o tratamento (128,139). Os resultados aqui apresentados 

mostraram que os altos índices de carga parasitária não são os responsáveis diretos 

pela causa da morte de camundongos em modelo experimental da doença. O 

tratamento aqui proposto com o composto M220, com estrutura química base de 

amido-cumarina, prolongou o tempo de sobrevida dos animais tratados (cerca de 4x 

mais), se comparado a animais apenas infectados. A seleção do composto M220 para 

o seu estudo nos modelos de malária teve como base uma triagem in vitro prévia, 

onde foram testados diferentes compostos fenólicos com diversidade química 

estrutural. Todos esses compostos são de origem sintética e foram estudados porque 

previamente provaram ter um elevado interesse como antioxidantes e 

neuroprotectores.  

O tratamento com M220 associado a CQ aumentou em mais de 6x o tempo de 

sobrevida em comparação a animais apenas infectados. O tratamento também 

possibilitou a sobrevivência de cerca de 60% dos animais, superando os resultados 

encontrados em animais tradados apenas com a CQ. Possivelmente o M220 

desempenhou função protetora não especificamente atuando na carga parasitária 

como é relatado pela literatura (140), mas sim reduzindo os danos da infecção que 

promovem a morte de animais infectados por Plasmodium.  
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Sinais clínicos de fraqueza, dor e exaustão aparente foram descritos na malária 

humana (141–143). A infecção por PbA proporciona alguns destes sinais clínicos 

mimetiza a clínica (93,144). É importante ressaltar que o tratamento com o composto 

M220 melhorou significativamente o desconfortos e sinais clínicos visualmente 

mensuráveis (RMCB score) quando comparados aos animais apenas infectados, 

indicando que o tratamento se mostra promissor em atenuar os sofrimentos que a 

infecção causa. O ganho e a perda de peso são importantes na malária, pois 

caminham juntamente com o desenvolvimento da doença. A malária humana também 

causa náuseas e perdas de apetite, o que frequentemente dificulta a alimentação 

adequada desses pacientes, levando à perda de peso  (143,145). Os animais 

infectados perdem peso próximo do momento de morte. Quando tratados, os animais 

apresentam perda de peso ainda que menor se comparadas aos animais apenas 

infectados. Quando comparados os tratamentos é possível observar que, animais 

infectados e tratados com M220+CQ em nenhum dos pontos avaliados indicaram 

perda de peso significativa. Isto permite inferir que esses animais mantiveram seu 

apetite e alimentação em níveis normais. Mais uma vez, o M220 está evitando 

algumas das desvantagens do uso do CQ. 

A malária grave, como dito anteriormente, é uma doença que pode ser fatal se 

não for tratada rapidamente (4) e, mesmo sob tratamento efetivo, pode causar sérios 

danos as pessoas acometidas (92,95). O modelo de malária grave utilizado neste 

trabalho pode levar ao desenvolvimento da malária cerebral em camundongos. Isso 

permite investigar melhores formas de sanar os possíveis efeitos indesejados que as 

terapias atuais podem causar, a exemplo da perda de capacidade cognitiva (146,147). 

Sabemos que o tratamento com antimaláricos, como a CQ, exerce seu papel de 

controle do parasito, porém com certos efeitos colaterais (92), não evitando 
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completamente as sequelas que acometem o SNC (92,148). Os dados aqui 

apresentados corroboram com a literatura [17,45], demonstrando que o processo de 

infecção por PbA causa a perda de capacidade de formação de memória. Esta 

capacidade foi perdida em camundongos tratados com CQ (Figure 1E). Com base 

nos resultados dos testes de reconhecimento de objeto novo, o tratamento com o 

composto M220 preservou a capacidade dos animais de formar memória, com 

resultados semelhantes aos animais não infectados, assim como quando tratados 

com M220+CQ. Pode-se dizer também que esta neuroproteção é duradoura, visto que 

o tratamento foi interrompido após 12 dpi, os animais mantiveram sua capacidade de 

formar memoria nos resultados obtidos do teste refeito após 47 dpi, onde foi possível 

comparar os animais tratados com M220+CQ com os animais controles. Estudos 

mostram que em modelos de doenças neurodegenerativas em animais, o tratamento 

com cumarinas melhora a função cognitiva, incluindo memória e aprendizado 

(149,150). Estudos animais e em cultura de células sugerem que algumas cumarinas, 

como a escopoletina e a umbeliferona, apresentaram propriedades neuroprotetoras 

em doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer e Parkinson (150,151). 

Tendo em vista que o tratamento como composto M220 teve duração de 10 

dias, estes resultados sugerem que o composto atuou na capacidade de formar 

memória dos animais de maneira eficiente e, com efeito prolongado, indicando forte 

potencial neuroprotetor. Algumas construções cumarínicas já foram descritas 

propriedades antioxidantes que podem apresentar propriedades protetoras no 

cérebro, contra o estresse oxidativo (152,153), que durante a infecção por malária 

podem provocar danos ao tecido cerebral (87,154). Ou mesmo propriedades anti-

inflamatórias (153), que podem ajudar a reduzir a inflamação no cérebro, justificando 

assim alguns dos achados aqui apresentados. 
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Para melhor elucidar os achados supracitados, a resposta imunológica pode 

nos ajudar a responder de que maneira o composto age nos animais infectados com 

PbA. É bem sabido que o equilíbrio da resposta pró e anti-inflamatória orquestra o 

desfecho da infecção (155). Células microgliais residem no parênquima do SNC e 

compartilham diversas propriedades dos macrófagos (50). Após o dano neuronal ou 

tecidual, as células micróglias mudam sua forma e fenótipo imunocitoquímico para 

um estado 'ativado' (156–158). A função microglial é importante contra agentes 

infecciosos, atuando na resposta imune inicial e no recrutamento de células periféricas 

do sistema imune como neutrófilos, monócitos e linfócitos T para o local da infecção 

(50,159). Os resultados deste trabalho, por análise de citometria de fluxo, mostram 

que há aumento do número de células marcadas como residentes (micróglia) e células 

migratórias no tecido cerebral infectado. Os animais infectados e tratados com CQ, e 

ainda melhor quando tratados com o composto M220+CQ, mostram redução do 

número de micróglias e células migratórias, alcançando níveis semelhantes aos 

animais sem infecção. As células que migraram para este tecido também se 

encontravam reduzidas no tratamento, comparados aos animais infectados, indicando 

que possivelmente não foram necessários recrutamentos celulares para a região 

cerebral.  

Uma resposta pro-inflamatória é importante para a proteção contra patógenos 

como o da malária. Citocinas como TNF e IFNγ possuem um papel antiparasitário 

(160). Os resultados do presente trabalho demonstram que durante a infecção por 

PbA, diversos subtipos celulares positivos para TNF estão com seus números 

aumentados. Entretanto, a literatura nos mostra uma associação entre malária grave 

e quantidades aumentadas de respostas de citocinas, que incluem TNF, IL1β, IL-6, 

IL-10 e IFNγ (161–163). Os animais submetidos a tratamento do composto M220+CQ 
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apresentaram significativas reduções nas populações de macrófagos, DCs, 

neutrófilos e monócitos Ly6Chi positivos para TNF no cérebro durante a infecção por 

PbA se comparados aos grupos infectados não tratados. Um subtipo celular 

extremamente importante para a patogênese da malária são as 

monócitos/macrófagos células Ly6Chi que estão associadas a gravidade da malária 

cerebral (164). A redução do perfil de monócitos/macrófagos Ly6Chi é benéfica para 

os camundongos uma vez que sintomas neurológicos durante a malária cerebral 

experimental estão associados à migração de monócitos/macrófagos Ly6Chi e células 

TCD8 (164), além disso, o acúmulo de monócitos/macrófagos Ly6Chi no cérebro pode 

ser letal (164–166). Os resultados deste trabalho demonstraram que quando 

comparados ao grupo infectado, monócitos/macrófagos Ly6Chi positivos para TNF se 

encontram com o número de células reduzida assim como a produção dessa citocina 

no cérebro de animais tratados com o composto juntamente com a CQ, sugerindo 

outro possível ponto benéfico de atuação do composto no cérebro.  

Além de TNF, as citocinas IFNγ e IL-17A também estão associadas a um risco 

maior de desenvolver malária cerebral (167). Embora IFNγ possa induzir respostas 

imunes protetoras contra parasitemia, reinfecções e anemia (168), sua redução ou 

ausência diminui significativamente a patogênese da malária (76,169). O tratamento 

com M220+CQ reduziu o número de células T CD4+ e CD8+ positivas para IFNγ e IL-

17A e diminuiu a produção dessas citocinas. Como a citocina IFNγ está associada 

também ao desempenho de tarefas cognitivas associadas ao hipocampo e a ausência 

de IFNγ leva a um melhor desempenho em tarefas cognitivas que envolvem o 

hipocampo (170), um mecanismo pelo qual o tratamento com M220 protege a 

memória, modulando a produção de citocinas importantes envolvidas na patogênese 

da malária. 
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Outro achado importante que pode estar associado à proteção descrita foi o 

aumento do número de linfócitos T CD4+ e CD8+ positivos para IL-10. É bem 

conhecido que a IL-10 desempenha um papel regulador no desenvolvimento de 

patogêneses associadas à malária grave, induzindo um ambiente anti-inflamatório 

(86). É importante ressaltar que o tratamento com M220+CQ também aumentou os 

níveis de produção de IL-10 por macrófagos, neutrófilos e micróglia no cérebro 

durante a infecção por PbA. Assim, o tratamento com M220+CQ diminuiu o número 

de células residentes e recrutadas das respostas imunes inata e adaptativa, 

produzindo citocinas pró-inflamatórias e promovendo um ambiente menos inflamatório 

no cérebro, justificando mais uma vez os resultados de melhor prognóstico da infecção 

por PbA após o tratamento com M220. Sendo assim, demonstra-se uma redução do 

número de células residentes e recrutadas, bem como das citocinas pró-inflamatórias. 

Portanto, estes dados sugerem que o tratamento com M220+CQ promove um 

ambiente menos inflamado no cérebro dos animais quando comparado ao grupo 

apenas infectado.  

Por se tratar de um modelo que afeta o cérebro, é natural dar menos ênfase a 

outros pontos de acometimento da doença, porém é importante ressaltar que a 

infecção por PbA é primeiramente um modelo de malária grave. A malária grave 

contempla outras investigações, como o acometimento dos pulmões [3,56], com a 

síndrome da angústia respiratória aguda associada à malária (SDRA-AM), a qual é 

uma complicação causada pela doença, apesar do tratamento com antimalárico 

(18,76).  

Não há estudos que investiguem especificamente a relação entre cumarinas e 

sintomas respiratórios, tampouco relacionados à SDRA-AM. No entanto, existem 

algumas evidências de que as cumarinas podem ter propriedades anti-inflamatórias, 
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como já mencionado, e imunomoduladoras, que podem ser relevantes para a 

prevenção ou tratamento de sintomas respiratórios associados à malária. 

Ghosh e colaboradores relataram que a cumarina umbeliferona, encontrada em 

várias plantas medicinais, incluindo algumas usadas tradicionalmente para tratar a 

malária, pode ter efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores (172). O estudo 

mostrou que a umbeliferona foi capaz de reduzir a produção de citocinas inflamatórias 

em células imunes humanas (172), o que pode, de certa maneira, elucidar os achados 

encontrados nos animais tratados com M220. 

Além disso, Plirat e colaboradores publicaram recentemente (2022) o potencial 

de uma combinação de cumarinas derivadas de plantas medicinais tradicionais para 

melhorar a resposta imunológica do hospedeiro à malária (173). O estudo mostrou 

que fitoterápico que contia diversas ervas, incluindo cumarinas e de atividade 

antialérgica, anti-inflamatória e antioxidante, foi capaz de melhorar a resposta 

imunológica em camundongos infectados com malária, incluindo a produção de 

anticorpos e a atividade das células imunes, o que pode ser relevante para prevenir 

ou tratar complicações respiratórias associadas à malária. 

Dessa forma, avaliamos a capacidade respiratória dos animais infectados por 

PbA e tratados com o composto M220. Os resultados aqui apresentados corroboram 

com a literatura, onde os animais infectados com PbA encontram-se com sua 

capacidade pulmonar prejudicada (55,56). Aos 6 dias após infecção, apenas o 

tratamento com o composto M220+CQ manteve a capacidade pulmonar preservada, 

o que não se observa nos demais tratamentos e nos animais apenas infectados. Estes 

achados demonstram um bônus de ação do composto M220. Aqui, evidenciamos um 



85 
 

potencial de atuação também na capacidade pulmonar de animais infectados com 

PbA. 

No presente estudo, camundongos não tratados infectados com PbA 

apresentaram capacidade pulmonar prejudicada. O tratamento com M220+CQ 

demonstrou melhores efeitos na manutenção da função pulmonar do que os outros 

grupos. Esses achados demonstram um efeito adicional do composto M220, que trata 

a malária grave, protege tanto a capacidade e função pulmonar quanto a atividade 

cognitiva e do sistema nervoso central. A proteção pulmonar pode estar relacionada 

a um número aumentado de células positivas para IL-10 residentes (macrófagos 

alveolares) e migradas (macrófagos, células dendríticas e neutrófilos), bem como 

níveis aumentados de produção de IL-10 por essas células.  

Macrófagos alveolares são a fonte mais importante de IL-10 em pulmões 

saudáveis, secretada constitutivamente em condições normais (174). Estudos em 

camundongos identificaram um papel anti-inflamatório de IL-10 e como um preventivo 

de possíveis danos aos tecidos que uma inflamação pode causar no órgão (175–177). 

Portanto, o aumento da produção de IL-10 pode ser uma explicação de porque os 

pulmões de camundongos tratados com M220 exibem características de pulmões não 

fibróticos. Além disso, foi observada uma redução significativa de IFNγ nos pulmões, 

o que, conforme discutido para o cérebro, indica um cenário favorável para melhorar 

a proteção contra o desenvolvimento da patogênese da doença. Outro benefício 

importante do M220 foi o aumento do número de Tregs, tanto CD4+ quanto CD8+, 

apesar do aumento de Th17. O aumento de células Th2 e Tregs pode contrabalançar 

a presença de Th17, protegendo, assim, contra lesões pulmonares. Notavelmente, a 

IL-17A pode ser prejudicial à saúde pulmonar em casos de lesão pulmonar aguda 

(178,179), embora esta citocina proteja contra vários patógenos. Além disso, podemos 
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encontrar grandes benefícios da IL-17A como uma citocina protetora contra uma 

variedade de patógenos. Por exemplo, foi demonstrado que camundongos deficientes 

em IL-17A são mais suscetíveis a uma variedade de patógenos respiratórios, incluindo 

fungos (180) e bactérias (181). Com base em nossos resultados, podemos inferir que, 

durante a infecção por malária, as células Th17 não mostram suas características 

prejudiciais durante o tratamento. Mais pesquisas são necessárias para entender 

como isso ajuda positivamente a proteger os camundongos tratados. 

Como foram observadas melhoras nas funções pulmonares e nos perfis de 

células imunes, a histologia apresentada mostra um melhor prognóstico da doença, 

onde os animais tratados com M220+CQ têm melhores avaliações no escore 

semiquantitativo se comparados aos animais apenas infectados e aos infectados 

tratados apenas com CQ. Sendo assim, o composto cumpriu a função proposta em 

sua construção química de neuroprotetor, estendendo-se a outros acometimentos da 

própria infecção por malária, como a síndrome do desconforto respiratório melhorando 

as funções pulmonares e preservando o tecido pulmonar.  

O baço é um órgão crucial para a eliminação de glóbulos vermelhos parasitados 

e a geração de imunidade durante a malária (182).  É também o local primário onde a 

resposta imune adaptativa contra o estágio sanguíneo da infecção por Plasmodium é 

iniciada (44). Sendo um órgão linfoide secundário que recebe diretamente o sangue 

circulante e, por consequência, influência direta de hemácias infectadas, investigar o 

baço durante a infecção por Plasmodium é extremante importante. Como mostrado 

nos resultados deste trabalho, ao receber os tratamentos com CQ ou M220+CQ, 

observamos reduções significativas das células da imunidade inata neste órgão. É 

possível inferi que, como a CQ combate o parasito de forma eficiente em seu estágio 

sanguíneo (183,184), pode contribuir para a redução da geração e diferenciação de 
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macrófagos, DCs, neutrófilos e monócitos Ly6Chi assim como sua migração para o 

baço. No entanto, o tratamento com M220+CQ, reduziu o número de todos os 

subconjuntos de linfócitos avaliados, em comparação com camundongos infectados 

não tratados. Notavelmente, as células reduzidas que ainda migraram e/ou foram 

geradas no baço sustentaram um ambiente anti-inflamatório, produzindo níveis mais 

baixos de TNF e níveis mais altos de IL-10 (macrófagos, DCs e monócitos Ly6Chi) e 

níveis mais baixos de IFNγ linfócitos (CD4+ e CD8+), comparando com camundongos 

infectados não tratados.  

A modulação/controle da produção de quimiocinas durante o tratamento com 

M220+CQ também pode ter contribuído para a proteção do SNC e dos pulmões, 

reduzindo a migração e/ou expansão da inflamação. No entanto, análises futuras são 

necessárias para confirmar ou investigar essa hipótese, principalmente avaliando os 

níveis de produção de CCL2, CCL4, CXCL4, CXCL8, CXCL10 e os receptores CXCR3 

e CCR2, correlacionados com a suscetibilidade à malária cerebral e à inflamação 

pulmonar (38,46,83). 

Neste trabalho, foram apresentados resultados que levam a inferir um 

comportamento imunomodulador do hospedeiro, incluindo a redução da inflamação e 

o aumento da produção de citocinas protetoras pelo composto M220. No entanto, é 

importante ressaltar que os mecanismos de ação específicos das cumarinas podem 

variar dependendo do composto e do estágio do parasita em que são aplicadas. Para 

todos os achados a respeito das cumarinas, são estruturas diferentes umas das 

outras, e isso mostra que uma forma específica de cumarina não é responsável por 

todas as possíveis funções e ações dessa estrutura. As modificações em cumarinas, 

ou a falta delas, podem determinar sua maior ou menor eficiência nos estudos que as 

utilizam, incluindo os explorados aqui. 
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Estudos têm demonstrado que modificações na estrutura química das 

cumarinas podem afetar significativamente sua atividade antimalárica e toxicidade. 

Um exemplo comum de modificação na estrutura das cumarinas é a substituição de 

grupos funcionais em sua estrutura. A presença de grupos hidroxila na estrutura das 

cumarinas tem sido associada à atividade antioxidante e anti-inflamatória (185,186), 

o que pode ajudar a reduzir a inflamação associada à infecção por malária. Portanto, 

a construção das cumarinas é um fator importante na determinação de sua atividade 

durante a infecção por malária, e pode ser modificada para melhorar sua eficácia e 

reduzir sua toxicidade. A cumarina utilizada neste estudo (M220) apresentou 

comportamentos desejados em relação aos processos de infecção por malária grave 

em modelo experimental. No entanto, são necessários mais estudos para avaliar a 

eficácia e a segurança dessas modificações na estrutura das cumarinas, bem como 

sua capacidade de combater a resistência do parasita aos medicamentos 

antimaláricos existentes. 

Isto posto, podemos inferir que, com exceção das células residentes dos órgãos 

cérebro e pulmão, as reduções observadas nos órgãos citados podem ser devidas à 

não expansão e/ou migração das células imunes. Conforme evidenciado pelos 

resultados deste trabalho, o tratamento conjunto de M220+CQ pode, de alguma 

maneira ainda não bem compreendida, modular a imunidade, tendo um efeito benéfico 

durante a infecção por PbA.  
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6. CONCLUSÃO 

No geral, o presente estudo sugere que o composto M220, principalmente 

combinado com CQ, exerce efeitos imunomoduladores, neuroprotetores e 

preservadores da função pulmonar, tornando-o um forte candidato terapêutico para a 

malária grave. 

Da série estudada, o M220 se mostrou o composto mais promissor. Aqui, 

demonstramos que o tratamento com M220 reduziu as lesões cerebrais e pulmonares, 

atenuando a inflamação e os danos nos tecidos e protegendo os camundongos da 

mortalidade durante o modelo experimental de malária grave em camundongos. A 

administração de M220 reduz o acúmulo de micróglia e leucócitos e a produção de 

citocinas inflamatórias (TNF/IFNγ), e aumenta à citocina IL-10 anti-inflamatória e 

protetora de tecidos, secretada principalmente por células imunes inatas e 

adaptativas. No geral, a administração de M220 promove efeitos imunomoduladores, 

neuroprotetores e de preservação da função pulmonar. O tratamento revelou-se eficaz 

em ambos os órgãos afectados principalmente pela malária grave: cérebro e pulmões. 

Além disso, o M220 mostrou-se ideal para administração oral no modelo de 

camundongos, tornando-se uma opção terapêutica muito interessante para o 

tratamento desta doença grave. 
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7. PERSPECTIVAS 

Como continuidades deste trabalho, existem diversas questões relevantes que 

poderiam ser abordadas para enriquecer e esclarecer os pontos que elucidam melhor 

o papel das cumarinas no tratamento da malária e suas complicações.  

Uma delas é a identificação de outra concentração ou dose de M220 que exerça 

a função neuroprotetora e também apresente atividade antimalárica. Isso leva à 

necessidade de aprofundamento no tratamento da malária e suas complicações. A 

dose utilizada no presente estudo foi de 10 mg/kg, e o co-tratamento apresentou 

resultados relevantes no tratamento da malária grave. Por se tratar de uma 

experimentação nova e sem muitos precedentes do uso do composto M220, a dose 

utilizada teve como referência tratamentos contra doenças que provocam danos 

cerebrais, como doenças neurodegenerativas. No entanto, considerando os relatos 

de cumarinas com atividades antimaláricas na literatura, vale investigar se doses mais 

altas ou mais baixas poderiam manter a neuroproteção aqui apresentada, bem como 

a atividade antimalárica encontrada por outras cumarinas. 

Outros pontos importantes precisam ser elucidados, como outras combinações 

com antimaláricos e o M220, como a artemisinina, outro antimalárico bastante 

utilizado. Além disso, é necessário investigar os mecanismos de ação das cumarinas 

na malária, incluindo a interação com proteínas envolvidas no ciclo de vida do parasita; 

estudar a atividade das cumarinas em diferentes espécies de Plasmodium; e avaliar 

o potencial das cumarinas para combater a resistência aos medicamentos 

antimaláricos. 

Essas são possíveis direções de pesquisa futuras e continuação que poderiam 

ser exploradas para avançar nos estudos das cumarinas no tratamento da malária. 
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Abstract: Plasmodium berghei ANKA (PbA) infection in mice resembles several aspects of severe
malaria in humans, such as cerebral malaria and acute respiratory distress syndrome. Herein,
the effects of N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220) against severe experimental malaria have
been investigated. Treatment with M220 proved to protect cognitive abilities and lung function in
PbA-infected mice, observed by an object recognition test and spirometry, respectively. In addition,
treated mice demonstrated decreased levels of brain and lung inflammation. The production and ac-
cumulation of microglia, and immune cells that produce the inflammatory cytokines TNF and IFN-γ,
decreased, while the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by innate and adaptive
immune cells was enhanced. Treatment with M220 promotes immunomodulatory, neuroprotective,
and lung function-preserving effects during experimental severe malaria. Therefore, it may be an
interesting therapeutic candidate to treat severe malaria effects.

Keywords: Plasmodium berghei ANKA; N-(coumarin-3-yl)cinnamamide; immunoregulation; cerebral
malaria; acute respiratory distress syndrome

1. Introduction

Malaria is an infectious disease caused by protozoa of the genus Plasmodium, which
includes at least five species known to infect humans: P. falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale, and P. knowlesi [1]. It is a very severe disease that can manifest as severe anemia,
with pulmonary complications that can lead to acute respiratory distress syndrome (ARDS)
and cerebral malaria (CM) [2,3]. CM caused by P. falciparum is a neglected infectious disease,
and the leading cause of morbidity and mortality in 91 endemic countries [4]. In 2021, the
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World Health Organization (WHO) reported more than 247 million cases of malaria, and
627 thousand deaths worldwide [4].

Animal models that mimic aspects of human malaria and allow pharmacological and
therapeutic studies contribute to elucidating several questions related to Plasmodium spp.
and humans [5]. Mice infected with P. berghei ANKA (PbA) simulate human CM and ARDS.
Therefore, it is a murine model widely used to study the development and course of severe
malaria [6].

During Plasmodium infection, innate immunity acts as the first line of host defense
by controlling parasite growth and regulating the development of adaptive immunity
and immunological memory [7]. Antigen-presenting myeloid cells, such as dendritic
cells (DCs) and macrophages, recognize the parasite, leading to an immune response
mediated by Toll-like receptors, amongst others [8]. DCs and macrophages produce a
wide range of pro-inflammatory cytokines, including TNF, IL-12, and IL-6, as well as
chemokines such as CXCR3 [9], CCL2, CXCL8, and CXCL10 [10], and CD4 T lymphocytes
that mainly produce IFN-γ. These cytokines and chemokines have been associated with the
susceptibility to cerebral and pulmonary malaria pathogenesis [11,12]. High levels of IFN-γ
and TNF contribute to the development of CM [7,13] and pulmonary dysfunction, inducing
chemokines that stimulate T lymphocytes and other leukocytes to migrate, such as Ly6Chi

monocytes, which contributes to severe damage to the brain and lungs [14]. In contrast,
anti-inflammatory cytokines such as IL-10 control inflammatory responses, preventing
tissue damage [15], and playing a protective role in experimental PbA-induced CM [16].

Medicines available for malaria include artemisinin, chloroquine (CQ), and meflo-
quine, which are effective drugs in combating malaria parasites and relieving patients’ pain
and fever [17]. The disadvantage of these treatments is that their action is often limited to
the blood phase of the disease, being ineffective in the liver phase [18,19]. Also, CQ can
cause seizures in patients with epilepsy and systemic lupus erythematosus [20]. Antimalar-
ial treatments can also cause lung dysfunction and do not guarantee protection against
brain damage [21,22]. Therefore, it is urgent to identify less toxic therapeutic options
against malaria.

Coumarins are common plant metabolites, and very interesting due to their pharma-
cological activities [23,24]. Owing to their simple and versatile structure, and chemical
stability, coumarins can be easily synthesized and modified to allow more active and se-
lective compounds [25]. When adequately substituted, they can exert various activities,
including antioxidant, anti-inflammatory, and neuroprotective effects [26,27]. Changes
to the scaffold make coumarins potentially efficient in treating neurodegenerative dis-
eases [25]. Amide-functionalized coumarins have already proven to be potent molecules
against these diseases, particularly in pathologies in which monoamine oxidases are in-
volved, as well as acting as interesting neuroprotective agents [28–30]. Their profile as
neuroprotective agents has been previously studied in neuronal cell cultures in the presence
of hydrogen peroxide or lipoxygenase [28].

Our group has extensive experience in the design and synthesis of molecules with
activity against neurodegenerative diseases, mainly Parkinson’s and Alzheimer’s dis-
eases [26,28–30]. Some molecules have been described for their activity in in vivo mod-
els [28]. Their biological profile as neuroprotectors, able to cross the blood–brain barrier,
inspired the study of these molecules in cerebral malaria in in vivo models. Based on
previous studies, we hypothesized the therapeutic potential of differently substituted
coumarins in treating severe experimental malaria, acting mainly as anti-inflammatory and
neuroprotective agents.

From a first screening of a diverse set of synthetized coumarin-containing compounds,
N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220) stood out. After a preliminary selection of dif-
ferently substituted coumarins that previously showed neuroprotective properties, by
incubating the compounds with PbA-infected red blood cells and analyzing cell viability
and the number of infected red blood cells, this amide-functionalized coumarin (M220) was
selected for the present study as the most promising compound. After the first impressive
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results of the novel object recognition test, we decided to explore in depth the mechanisms
involved in neuroprotection, subsequently expanding them to lung assays.

After exploring different trials, we demonstrate that M220 treatment reduces brain
and lung injury, attenuating inflammation and tissue damage, and protecting mice from
death. To further explore the potential of this molecule in combination with traditional
antimalarial drugs, a combination with CQ (M220+CQ) has been studied. This can lead
to a decrease in the CQ dose, avoiding several of its side effects. The administration
of M220+CQ was shown to reduce the accumulation of microglia and leukocytes, and
the production of inflammatory cytokines (TNF and IFN-γ), which are related to the
upregulation of the anti-inflammatory and tissue-protective cytokine IL-10, mainly secreted
by innate and adaptive immune cells. In general, the combination of M220 and CQ
also promotes immunomodulatory, neuroprotective, and lung-sparing effects, being an
interesting therapeutic approach to reduce the dose by combining a traditional drug with a
potent neuro-lung protective agent.

2. Results
2.1. The synthesis of N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220)

The synthesis of M220 (Figure 1) has been performed in two different steps [31].
The first one includes the reduction of the nitro group of the commercially available
3-nitrocoumarin in hydrogen atmosphere, in the presence of ethanol and palladium cat-
alyst, at room temperature, for five hours. After the reduction of the nitro group to the
corresponding amine, the second step involves an amidation reaction using cinnamoyl
chloride, pyridine, and dichloromethane, from zero degrees Celsius to room temperature,
stirring overnight. After completing this protocol, the final product (M220) has been then
characterized by 1H and 13C NMR and mass spectroscopy (Supplementary Figure S1).
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Figure 1. Chemical structure of N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220).

2.2. Administration of M220 Protects Mice from Mortality and Preserves Memory in
PbA-Infected Mice

The effects of M220 during PbA infection were investigated by analyzing general and
primary parameters, such as survival, RBMC score, weight loss, and parasitemia. We chose
to start mice treatment on day 3, which is the time point when mice present parasitemia,
but usually no neurological damage. These findings demonstrated that mice treated with
M220 had a four-fold increase in survival compared with the untreated infected group
(Figure 2A). Treatment with the combination of M220 and CQ (M220+CQ) was slightly
more effective, significantly increasing survival five-fold (Figure 2A). After treatments were
discontinued on day 12, mice treated with M220+CQ continued to exhibit superior clinical
scores compared to the scores of mice in the other treatment groups (Figure 2B). Further-
more, mice treated with M220+CQ showed reduced weight loss compared to the M220-
or CQ-treated groups (Figure 2C). Figure 2D–F show the effectiveness of each treatment
in controlling parasitemia, brain inflammation, and damage. M220+CQ was significantly
more effective than any other treatment. It was also able to improve recrudescence after
treatment discontinuation. The novel object recognition test showed that untreated and
CQ-treated infected mice significantly lost their cognitive ability five days post-infection
(dpi) (Figure 2G). In contrast, mice treated with M220 or M220+CQ showed full ability to
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recognize the novel object, similar to uninfected control mice (Figure 2G). Notably, represen-
tatives of the infected control and M220+CQ-treated groups who were still alive after 45 dpi
were subjected to the new object recognition test again, demonstrating preserved cognitive
ability (Figure 2H). These impressive results encouraged us to explore the mechanisms of
action of M220.
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PbA. Mice were treated with compound M220 (10 mg/kg) and/or CQ (30 mg/kg) via gavage, once a
day, from 3 to 12 dpi. The following animal groups were created: uninfected (Co) mice that received
only the vehicle; infected (If) mice that received only the vehicle; infected+M220 (M220); infected+CQ
(CQ); infected+M220+CQ (M220+CQ). The following parameters have been evaluated: (A) survival,
(B) clinical score using the rapid murine coma and behavior scale (RMCBS) parameter, (C) weight
loss, (D) parasitemia. (E) Representative photomicrographs of H&E-stained brain sections (20× and
40×). Sections from an uninfected mouse with normal histological appearance (Co) and a PbA-
infected mouse (If) showing multiple inflammatory infiltrates (arrow), bleeding areas (asterisks), and
inflammatory foci (hashtag) at 5 dpi. In particular, treatment with M220+CQ reduced the brain injury
observed at 5 dpi. The bars in the image represent 50 µm. (F) Hemorrhagic area (mm2) of brain tissue.
(G) and (H) Cognitive assessment through object recognition test performed at 5 (G) and 47 (H) dpi.
Data are representative of at least two independent experiments (4–6 mice/group) and shown as the
mean ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) with
Dunnett’s post-test, two-way ANOVA with Sidak’s post-test, and a log-rank (Mantel–Cox) test. # for
comparison of the CQ group vs. the M220+CQ group; * for comparison of treated infected groups vs.
untreated infected group. # or * p < 0.05.

2.3. Administration of M220 Attenuates Lung Mechanical Dysfunction during PbA Infection
in Mice

Along with the brain, the lungs are the organs most affected by severe malaria. Lung
dysfunction affects approximately 20% of P. falciparum malaria cases [32] and involves
several inflammatory processes [33]. Therefore, it was hypothesized that the treatments
would also decrease lung inflammation and reverse lung dysfunction seen in severe malaria.
Histological evaluation revealed increased cellular infiltration and intense inflammation in
untreated mice infected with PbA at 6 dpi (Figure 3A–C). In contrast, mice in the M220+CQ-
treated group showed reduced histological scores and reduced inflammation (Figure 3A–C).
The evaluation of lung function showed a reflection of tissue inflammation and lung injury,
which led to evident mechanical dysfunction, with Rl markedly increased, a loss of all the
distensibility parameters analyzed (Cchord, Cdyn, and CpK), reduced airway flow (FEV20),
and low lung volumes (FVC, IC, and TV) in PbA-infected untreated mice. Treatments
with M220 or CQ resulted in a modest improvement in lung function. However, treatment
with M220+CQ significantly improved lung function, which normalized at 5 and 6 dpi
(Figure 3D–K). Once again, the role of M220 in protecting the lungs from the side effects
seen with antimalarials is very promising.

2.4. Effects of M220 on Brain Inflammation during PbA Infection in Mice

We next sought to determine whether modulation of brain and lung inflammation
was the underlying mechanism by which compound M220 exerted its protective effect.
Therefore, the cellular profiles of immune responses in these organs were evaluated. To do
this, mice were infected and treated as described in Sections 2.2 and 2.4 of the Materials
and Methods, and sacrificed at 5 dpi; the brain and lungs were harvested, processed, and
the recovered cells stained with specific antibodies for further flow cytometry analysis.

The results showed that the number of myeloid cells (CD11b+CD45hi) and microglia
(CD11b+CD45mid-low) in the brain decreased markedly with CQ treatment (Figure 4A).
Notably, M220+CQ treatment was more effective than CQ, reducing both cell subsets in the
brain (Figure 4A). Treatment with M220+CQ increased IL-10 production more than TNF
production in both cell lines, compared to the group treated with CQ alone, which presented
higher levels of TNF than IL-10 (Figure 4B). A decrease in the number of macrophages, DCs,
neutrophils, and Ly6Chi monocytes that produce TNF (Figure 4C) and IL-10 (Figure 4D)
was found in the CQ and M220+CQ groups. The efficiency of M220+CQ to induce higher
levels of IL-10 than TNF, an essential player in immunoregulation, was also observed
in these leukocytes (Figure 4E). Furthermore, untreated mice infected with PbA showed
robust Th1 and Th17 responses (Figure 4F), producing IFN-γ and IL-17A (Figure 4G),
respectively, with lower and less activated Th2 and regulatory T cells (Tregs) (Figure 4F),
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producing IL-10 (Figure 4G). Moreover, a higher number of CD8+IFN-γ+ and CD8+IL-17A+

T lymphocytes was observed in the untreated infected group (Figure 4H). In contrast,
PbA-infected mice treated with M220+CQ exhibited decreasing Th1 and Th17 responses
(Figure 4F), followed by significantly decreased levels of IFN-γ and IL-17A, and an increase
in IL-10 (Figure 4G), compared to the untreated infected group. This pattern was observed
when the CD8+ T cells of the M220+CQ group were compared with those of the untreated
infected group (Figure 4H,I).
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Figure 3. M220 improves lung mechanical capacity during PbA infection. C57Bl/6 mice were infected
with PbA and treated as described in Figure 2. (A) Representative photomicrographs of H&E-stained
lung sections (4× and 40×). Sections from an uninfected mouse with normal histological appearance
(Co) and a PbA-infected mouse (If) showing thickening of the alveolar septa (arrow) at 6 dpi. Notably,
treatment with M220+CQ reduced the lung injury observed at 6 dpi. The bars in the image represent
50 µm. (B) Histological score of lung tissue. (C) Descriptive analysis of 6 dpi histopathological
parameters 6 dpi. Notably, treatment with M220+CQ reduced the lung injury observed at 6 dpi. The
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bars in the image represent 50 µm. (B) Histological score of lung tissue. (C) Descriptive analysis
of 6 dpi histopathological parameters. At 5 and 6 dpi, mice were anesthetized, tracheostomized,
placed in a body plethysmograph, and connected to a computer-controlled ventilator. The following
parameters have been evaluated: (D) chord compliance (Cchord), (E) dynamic compliance (Cdyn),
(F) maximum compliance (Cpk), (G) forced expiratory volume at 20 ms (FEV20), (H) forced vital
capacity (FVC), (I) inspiratory capacity (IC), (J) lung resistance (Rl), and (K) tidal volume (TV). Data
are representative of at least two independent experiments (4–6 mice/group) and are shown as the
mean ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA variance with Tukey’s post
hoc test and Student’s t-test. # for comparison of control groups vs. infected group; * for comparison
of the CQ group vs. M220+CQ group. * or # p < 0.05.

2.5. Effects of M220 on PbA-Induced Inflammatory Response in the Lungs

PbA infection induced a marked increase in the number of cytokine-releasing cells in
the lung: three-fold for TNF- and DC-producing macrophages, and five-to-seven-fold for
TNF-producing neutrophils and alveolar macrophages (Figure 5A). Furthermore, although
in lower quantities than TNF+ cells, a greater number of IL-10-producing macrophages,
DCs, neutrophils, and alveolar macrophages were found in the lungs after PbA infection
(Figure 5B). Although CQ treatment increased the number of TNF-producing macrophages
(Figure 5A), it reduced the levels of TNF and increased the levels of IL-10 production by
these cells during infection (Figure 5C). Treatment with the M220+CQ increased the number
of TNF+ DCs and neutrophils (Figure 5A) but reduced the levels of TNF production by
alveolar macrophages (Figure 5C). Notably, this treatment induced a greater number of
macrophages, DCs, neutrophils, and alveolar macrophages positive for IL-10 (Figure 5B). In
addition, treatment with the M220+CQ stimulated these cells, except alveolar macrophages,
to produce higher levels of this anti-inflammatory cytokine, in comparison with infected
untreated mice (Figure 5C). The results also demonstrated that M220+CQ affected the
profile of Th cells during infection by increasing IL-10- and IL-17A-positive cells and
Treg lymphocytes (Figure 5D). Moreover, M220+CQ treatment resulted in higher levels of
IL-10 production than IFN-γ and IL-17A production by CD4+ and CD8+ T lymphocytes
(Figure 5E,G). Notably, M220 treatment potentiated IL-10 production by Treg CD8+ cells
(Figure 5G). These data corroborate the potential for M220 to act as an anti-inflammatory
agent during severe malaria progression.

2.6. Effects of M220 on Innate and Adaptive Immune Cell Populations in the Spleen of
PbA-Infected Mice

The spleen contains several immune and stromal cells, providing an environment for
tracking the blood in search of foreign molecules and organisms, and activating immune
cells [34]. During PbA infection, infected red blood cells circulate through the body, the
spleen being an essential organ for the activation and/or generation/expansion of immune
cells against this infection. Treatment with M220+CQ reduced the number of TNF+ and
IL-10+ macrophages, DCs, neutrophils, and Ly6Chi monocytes (Figure 6A,B) compared
to the infected untreated group. Notably, treatment with M220+CQ affected the stability
of TNF and IL-10 cytokine production by reducing TNF and augmenting IL-10 levels
by these cell subsets, except for neutrophils (Figure 6C). Moreover, M220+CQ-treated
mice suffered a profound reduction in Th1, Th2, Th17, and Treg lymphocytes (Figure 6D),
and also reduction in CD8+ T cells producing IFN-γ, IL-10, or IL-17A, and CD8+ Treg
lymphocytes (Figure 6F). In the spleen, treatment with M220+CQ, but not CQ alone,
reduced the production of IFN-γ and IL-10 by CD4+ and CD8+ T lymphocytes when
compared with infected untreated mice (Figure 6E,G).
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Figure 4. Effects of M220 on brain inflammation during PbA infection in mice. C57Bl/6 mice were
infected with PbA and treated as described in Figure 2. Mice were sacrificed at 5 dpi, their brains were
harvested and homogenized, and resident and sequestered cell populations were analyzed by flow
cytometry. (A) CD11b+CD45hi and CD11b+CD45mid-low cells. (B) Heat map row representing mean
fluorescence intensity (MFI) of TNF and IL-10 in CD11b+CD45mid-low; (C) and (D) CD11b+F4/80+

cells (macrophages), CD11c+F4/80- (DCs), CD11b+Ly6G+ (neutrophils), and Ly6G-Ly6Chi (Ly6Chi

monocytes) positive for TNF (C) and IL-10 (D). (E) Heat map representing the MFI of TNF and IL-10
in macrophages, DCs, neutrophils, and Ly6Chi monocytes. (F) CD3+CD4+ lymphocytes were positive
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for IFN-γ, IL-10, IL-17A, and Foxp3 (Treg). (G) Heat maps representing MFI of IFN-γ, IL-10, and
IL-17A in CD4+ lymphocytes. (H) CD3+CD8+ lymphocytes positive for IFN-γ, IL-10, IL-17A, and
Foxp3 (Treg). (I) Heat map representing MFI of IFN-γ, IL-10, and IL-17A in CD8+ lymphocytes. In
all heat maps, the color scale corresponds to relative MFI levels for each cytokine analyzed (data
are presented in grayscale; black indicates the highest cytokine MFI levels, and white indicates the
lowest cytokine MFI levels). Data presented in the graphs represent normalized cell number changes
in uninfected control mice. Data are representative of two independent experiments (6 mice/group)
and are shown as the mean ± SEM. Statistical analyses were performed using one-way ANOVA with
Tukey’s post hoc test, two-way ANOVA with Sidak’s post-test, and Student’s t-test. # to compare
the CQ group with the M220+CQ group; * for comparison of infected treated groups vs. infected
untreated group. * or # p < 0.05.
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Figure 5. Effects of M220 on PbA-induced inflammatory response in the lung. C57Bl/6 mice were
infected with PbA and treated as described in Figure 1. Mice were sacrificed at 5 dpi, lungs were
harvested and homogenized, and resident and sequestered cell populations were analyzed by
flow cytometry. (A) and (B) CD11b+F4/80+ (macrophages), CD11c+F4/80- (DCs), CD11b+Ly6G+
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(neutrophils), and SinglecF+CD11c+ (alveolar macrophages) cells were positive for TNF (A) and
IL-10 (B). (C) Heat map representing the median fluorescence intensity (MFI) of TNF and IL-10
in macrophages, DCs, neutrophils, and alveolar macrophages. (D) CD3+CD4+ lymphocytes were
positive for IFN-γ, IL-10, IL-17A, and Foxp3 (Treg). (E) Heat map representing the MFI of IFN-γ,
IL-10, and IL-17A in CD4+ T cells. (F) CD3+CD8+ lymphocytes were positive for IFN-γ, IL-10, IL-17A,
and Foxp3 (Treg). (G) Heat map representing the MFI of IFN-γ, IL-10, and IL-17A in CD8+ T cells. In
all heat maps, the color scale corresponds to relative levels of the MFI for each cytokine analyzed
(data are presented in grayscale; black indicates the highest cytokine MFI levels, and white indicates
the lowest cytokine MFI levels). The data presented in the graphs represent fold-changes in cell
numbers normalized to uninfected control mice. Data are representative of at least two independent
experiments (three mice/group) and shown as the mean ± SEM. Statistical analysis was performed
using one-way ANOVA variance with Tukey’s post hoc test and Student’s t-test. # for comparison of
CQ group vs. M220+CQ group; * for comparison of infected treated groups vs. infected untreated
group. * or # p < 0.05.
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sacrificed at 5 dpi, spleens were harvested and homogenized, and splenocytes were analyzed by flow
cytometry. (A) and (B) CD11b+F4/80+ cells (macrophages), CD11c+F4/80- (DCs), CD11b+Ly6G+

(neutrophils), and Ly6G-Ly6Chi (Ly6Ch monocytes) were positive for TNF (A) and IL-10 (B). (C) Heat
map depicting the mean fluorescence intensity (MFI) of TNF and IL-10 in macrophages, DCs, neu-
trophils, and Ly6Ch monocytes. (D) CD3+CD4+ lymphocytes were positive for IFN-γ, IL-10, IL-17A,
and Foxp3 (Treg). (E) Heat map representing the MFI of IFN-γ, IL-10, and IL-17A in CD4 + T cells.
(F) CD3+CD8+ lymphocytes were positive for IFN-γ, IL-10, IL-17A, and Foxp3 (Treg). (G) Heat map
representing the MFI of IFN-γ, IL-10, and IL-17A in CD8+ T cells. In all heat maps, the color scale
corresponds to the relative levels of MFI for each cytokine analyzed (data are presented in grayscale;
black indicates the highest cytokine MFI levels, and white indicates the lowest cytokine MFI levels).
Data presented in the graphs represent normalized cell number changes in uninfected control mice.
Data are representative of two independent experiments (six mice/group) and are shown as the
mean ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way variance ANOVA with Tukey’s post
hoc test and Student’s t-test. # to compare the CQ group with the M220+CQ group; * for comparison
of infected treated groups vs. infected untreated group. * or # p < 0.05.

3. Discussion

Severe malaria has a high mortality rate. This disease produces intense inflammation,
causing several health complications [35]. In addition to death, the main challenge for
malaria infection is the side effects of antimalarial drugs, which can cause symptoms to
persist or even worsen after treatment [36,37]. The treatment proposed here with compound
M220 prolonged the survival of mice four-fold. The combination of M220 and CQ increased
survival more than six-fold, compared to untreated infected mice. M220+CQ guarantees
approximately 60% of mice survival, which is much higher than the results obtained with
CQ alone.

Clinical signs of weakness, pain, and apparent exhaustion have been described in hu-
man malaria [38]. PbA infection provides some of these clinical signs that mimic the clinical
condition [39,40]. Importantly, treatment with M220 significantly improved discomfort and
clinical score, suggesting that this has promise in alleviating suffering caused by infection.
Human malaria also causes nausea and loss of appetite, often making it difficult for patients
to eat properly, leading to weight loss [41]. When comparing treatments, M220+CQ, but not
CQ alone, prevented weight loss at all time points, suggesting that these mice maintained
their appetite and food intake at an average level. Once again, M220 avoids some of the
drawbacks of using CQ.

Severe malaria can be fatal if not treated quickly [4], and even with effective treatments,
it can cause serious harm to affected humans [17,20]. The severe malaria model used in this
study can lead to the development of cerebral malaria in mice, allowing better exploration of
ways to address the potential adverse effects caused by current therapies and the sequelae
that cannot be avoided, such as loss of cognitive ability [39]. CQ controls parasite growth,
but has specific side effects [17], and does not avoid the central nervous system (CNS) harm
effects [17,42]. The data presented here confirm the literature [17,43], showing that the
PbA infection process leads to loss of the ability to form memories. This ability was lost in
CQ-treated mice. Notably, treatments with M220 alone or M220+CQ preserved the mice’s
ability to form memories, similar to those obtained in uninfected mice. This neuroprotection
turned out to be permanent, considering that the treatment was interrupted after 12 dpi,
and the mice retained their ability to form memories at least until 47 dpi, the last time point
evaluated. This indicates that M220 is acting efficiently in the mice brain, presenting a
substantial and persistent neuroprotective effect.

The balance between pro- and anti-inflammatory responses determines the outcome
of infection [41]. Microglial cells are found in the CNS parenchyma and share several
characteristics with macrophages [44]. After neuronal or tissue damage, microglial cells
change their shape and immunocytochemical phenotype to transition to the activated
state [43,45]. Microglial function is important against infectious agents by participating in
the initial immune response and the recruitment of peripheral cells of the immune system,
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such as neutrophils, monocytes, and T lymphocytes, to the site of infection [44,46]. The
number of microglia and migrating cells increased in PbA-infected brain tissue. In addition,
treatment with M220+CQ decreased the number of microglia and migrating cells, reaching
levels similar to those found in the brains of uninfected mice.

Pro-inflammatory responses, including the production of TNF and IFN-γ, are essential
for protection against pathogens by presenting an antiparasitic effect [47]. However, the
association of TNF and IFN-γ with other pro-inflammatory cytokines is known to cause
severe malaria [6,47]. Treatment with M220+CQ significantly decreased the number of
macrophages, DCs, neutrophils, and Ly6Chi monocytes producing TNF in the brain during
PbA infection. This treatment also reduced the number of TNF-positive Ly6Chi monocytes
and levels of these cytokines produced by them in the brain. Ly6Chi monocytes are an
extremely important cellular subtype associated with the severity of cerebral malaria [48].
When they accumulate in the brain, they can be lethal and/or aggravate neurological
manifestations [49,50].

In addition to TNF, the cytokines IFN-γ and IL-17A have also been associated with
an increased risk of developing cerebral malaria [51]. Although IFN-γ can induce protec-
tive immune responses against parasitemia, reinfection, and anemia [52], its reduction or
absence significantly decreases malaria pathogenesis [12,53]. Treatment with M220+CQ
reduced the number of CD4+ and CD8+ T cells positive for IFN-γ and IL-17A and decreased
the production of these cytokines. As IFN-γ is also associated with worse cognitive tasks
involving the hippocampus, and the absence of IFN-γ leads to better cognitive perfor-
mance [54], a mechanism by which treatment with M220 protects memory is modulation
of the production of key cytokines involved in malaria pathogenesis. Another important
finding that may be associated with the described protection was the increase in the number
of IL-10-positive CD4+ and CD8+ T lymphocytes. It is well-known that IL-10 plays a regu-
latory role in the development of pathogenesis associated with severe malaria, inducing an
anti-inflammatory environment [16]. Importantly, the M220+CQ treatment also increased
the levels of IL-10 production by macrophages, neutrophils, and microglia in the brain
during PbA infection. Therefore, M220+CQ treatment decreased the number of resident
and recruited cells of innate and adaptive immune responses, producing pro-inflammatory
cytokines and promoting a less inflammatory environment in the brain.

Severe malaria may also affect the lung [3,55,56], inducing malaria-associated acute
respiratory distress syndrome, a complication caused by the disease despite treatment with
antimalarial drugs [3,12]. In the current study, PbA-infected untreated mice had impaired
lung capacity. Treatment with M220+CQ demonstrated better effects in maintaining lung
function than the other groups. These findings demonstrate an additional effect of com-
pound M220 in treating severe malaria and protecting lung capacity/function in addition
to CNS/cognitive activity. Lung protection may be related to increased numbers of resident
(alveolar macrophages) and migrated (macrophages, DCs, and neutrophils) IL-10-positive
cells, as well as increased levels of IL-10 production by these cells.

Alveolar macrophages are the main source of IL-10 in healthy lungs and are con-
stitutively secreted under normal conditions [56]. Studies in mice have identified an
anti-inflammatory role for IL-10 as a preventive agent against potential tissue damage
due to the inflammation [16,56]. These findings corroborate our hypothesis that increased
IL-10 production is the explanation for why the lungs of mice treated with M220 exhibit
characteristics of non-fibrotic lungs. Furthermore, a significant reduction in IFNγ was
observed in the lung and, as has been mentioned for the brain, a favorable scenario is
drawn to improve protection against the development of the pathogenesis of the disease.
Additionally, another major benefit of M220 was the increased number of Tregs, both CD4+

and CD8+, despite the increase in Th17. The increase in Th2 cells and Tregs can counteract
the presence of Th17, thus protecting against lung injury. Notably, IL-17A may be detri-
mental to lung health in cases of acute lung injury [57,58], although this cytokine protects
against various pathogens. For example, IL-17A-deficient mice are more susceptible to
different respiratory pathogens, including fungi [59] and bacteria [60]. From our results, we
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can infer that during malaria infection, Th17 cells do not show their harmful characteristics
during treatment. Further research is needed to understand how it positively helps protect
treated mice.

The spleen is a crucial organ for the clearance of parasitized red blood cells and the
generation of immunity during malaria [61]. It is also the primary site where the adaptive
immune response against the blood stage of Plasmodium infection is initiated [62]. A lower
number of innate immune cells were found in the spleens of of mice treated with CQ and
M220+CQ. Effective CQ-combating of the parasite at the blood stage [19] may contribute
to reducing the generation/differentiation of macrophages, DCs, neutrophils, and Ly6Chi

monocytes and their migration into the spleen. However, treatment with M220+CQ, but
not CQ alone, decreased the number of all lymphocyte subsets tested, compared to that
of untreated infected mice. Notably, the reduced cells that still migrated and/or were
generated in the spleen maintained a prevalent anti-inflammatory environment, producing
lower TNF and higher IL-10 levels (macrophages, DCs, and Ly6Chi monocytes) and lower
IFN-γ levels (CD4+ and CD8+ lymphocytes), compared to untreated infected mice.

The chemokine milieu induced during M220+CQ treatment may also have contributed
to CNS and lung protection, reducing migration and/or expansion of the inflammation.
However, future analysis is necessary to confirm or investigate this hypothesis, mainly
by evaluating the production levels of CCL2, CCL4, CXCL4, CXCL8, CXCL10, and the
receptors CXCR3 and CCR2, correlated with susceptibility to cerebral malaria and lung
inflammation [9–11]. As future perspectives, our research group aims to investigate the
effects of the compound M220 (i) when combined with other antimalarial drugs commonly
prescribed in clinic settings; and (ii) on various parasite strains, particularly those that have
shown resistance to different antimalarial drugs. Furthermore, M220 may be a promising
candidate to be studied against different pathologies in which infectious and inflammatory
processes are involved.

4. Materials and Methods
4.1. Synthesis of N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220)

General remarks. Starting materials and reagents were obtained from commercial sup-
pliers (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and were used without further purification.
Melting points (Mp) are uncorrected and were determined with a Reichert Kofler ther-
mopan or in capillary tubes in a Büchi 510 apparatus. 1H NMR (300 MHz) and 13C NMR
and DEPT (75.4 MHz) spectra were recorded with a Bruker AMX spectrometer using CDCl3
as solvent. Chemical shifts (δ) are expressed in parts-per-million (ppm) using TMS as an
internal standard. Coupling constants J are expressed in Hertz (Hz). Spin multiplicities
are given as s (singlet), d (doublet), and m (multiplet). Mass spectrometry was carried out
with a Hewlett-Packard 5988A spectrometer. Flash chromatography (FC) was performed
on silica gel (Merck 60, 230–400 mesh); analytical TLC was performed on precoated silica
gel plates (Merck 60 F254). Organic solutions were dried over anhydrous sodium sulfate.
Concentration and evaporation of the solvent after reaction or extraction was carried out
on a rotary evaporator (Büchi Rotavapor) operating under reduced pressure. The analytical
results document ≥ 97% purity for the final compound M220.

Procedure for the preparation of the 3-aminocoumarin. The commercially available
3-nitrocoumarin (1.0 mmol) was dissolved in ethanol (10 mL). Palladium on carbon (Pd/C,
catalytic amount) was added, and the suspension stirred in hydrogen gas (H2) atmo-
sphere for 5 h. The batch was evaporated and purified by flash chromatography, using
hexane/ethyl acetate (9:1), to give the 3-aminocoumarin in 95% yield.

Procedure for the preparation of the N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220). To a mixture
of 3-aminocoumarin (1.0 mmol) and pyridine (1.1 mmol) in dichloromethane (5 mL),
cinnamoyl chloride (1.1 mmol) was added dropwise at 0 ◦C, with constant stirring. The
reaction mixture was stirred at 0 ◦C to room temperature overnight. The organic phase
was then partitioned at first with saturated NaHCO3, and then with water. The organic
portions were combined and dried over anhydrous Na2SO4 and filtered, and the solvent
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was evaporated to give a crude product. It was then purified by flash chromatography,
using hexane/ethyl acetate (9:1), to give N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220, 59%).
M.p.: 215 ◦C. 1H NMR (CDCl3) δ (ppm), J (Hz): 6.68 (d, 1H, J = 15.6, CH), 7.31–7.63 (m, 9H,
ArH), 7.81 (d, 1H, J = 15.6, CH), 8.34 (s, 1H, NH), and 8.88 (s, 1H, ArH). 13C NMR (CDCl3)
δ (ppm): 116.6, 120.3, 122.5, 124.4, 125.5, 125.7, 128.6, 129.7, 130.4, 130.7, 135.4, 141.9, 150.4,
158.2, and 165.8. DEPT (CDCl3) δ (ppm): 116.6, 122.5, 124.4, 125.7, 128.6, 129.7, 130.4, 130.7,
and 141.9. EI-MS m/z (%): 291.

4.2. Ethics Statement

C57Bl/6 female mice (aged 8–10 weeks) were obtained from the Central Animal
Hospital (ICB—UFMG). The mice were maintained in microisolators containing food and
water ad libitum, according to the Brazilian Guidelines on Animal Work and the Guide for
the Care and Use of Laboratory Mice of the National Institutes of Health (NIH). This study
was approved by the Animal Ethics Committee (CEUA) of the Universidade Federal de
Minas Gerais (permit number: 345/2023).

4.3. Infection

The mice were infected with the Plasmodium berghei ANKA (PbA) green fluorescent
protein (GFP) clone cl15cy1 strain (which constitutively expresses GFP throughout the life
cycle), donated by Prof. Cláudio Romero Farias Marinho (Departamento de Parasitolo-
gia, Universidade de São Paulo, USP). Mice were infected intraperitoneally (i.p.), with a
standardized inoculum of 1 × 105 parasitized red blood cells (pRBCs) per mouse in sterile
phosphate buffer solution (PBS, 200 µL). Parasitemia was determined through analysis of
GFP expression by flow cytometry, as previously described [6,37]. Briefly, a drop of tail
whole blood was collected from mice infected or not with PbA. The blood was directly
placed into a polystyrene tube containing 2 mL of sterile PBS for flow cytometry analysis
using FACS Canto II (Becton Dickinson, San José, CA, USA). The GFP frequency was
measured using a laser (488 nm), and the data were analyzed using FlowJo software (ver-
sion 10). The erythrocyte population was identified on their morphological characteristics
in dot plot graphic (FSCxSSC), and then was analyzed for the presence of GFP+. A total of
100,000 events were acquired for each sample. The mice were observed daily throughout
the infection period for parasitemia, weight loss, and survival. The clinical signs of CM
were assessed daily using a rapid murine coma and behavior scale [63].

4.4. Treatments

The mice were infected as described above. After 3 days post-infection (dpi), when
parasitemia became detectable in the bloodstream, they were treated orally by gavage with
M220 (10 mg/kg dose administered for in vivo treatments in mice, and similarly a safe
dose of selective MAO-B inhibitors [28], without any observed toxic effects) and/or CQ
(30 mg/kg) once daily for 10 days, diluted in 0.5% carboxymethyl cellulose (vehicle).

4.5. Novel Object Recognition Test

The test was conducted in an open field measuring 40 × 60 cm, delimited by four
walls 50 cm in height [6]. On the first day (3 dpi), habituation was performed. The animal
was carefully placed in the rear left corner of the device, and the environment was explored
for 5 min. On the second day (4 dpi), the animal was returned to the device, in which
there were two objects of the same shape, size, and color (A1 and A2) for an exploration
time of 10 min. The next day (24 h later) (5 dpi), long-term memory and response to the
placement of a new object (B), in an exploration time of 5 min, were evaluated. Notably,
representatives of the control and M220+CQ-treated infected groups still alive after 45 dpi
were subjected again to the new object recognition test. Briefly, exploratory preference was
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defined as the percentage of total exploration time spent investigating a familiar object (A)
or new object (B), calculated for each animal:

TB/(TA + TB) × 100

where TA = time spent exploring familiar object A and TB = time spent exploring new
object B. The distance covered in the arena of the apparatus was recorded as a parameter
of locomotor activity. Anymaze software (https://www.any-maze.com) (Stoelting Co.,
Wood Dale, IL, USA) was used for the behavioral analysis.

4.6. Spirometry

Mice were infected with 1 × 105 pRBCs, treated or not with M220 and/or CQ, anes-
thetized with an association of xylazine (12.5 mg/kg, Syntec do Brasil Ltd.a, Barueri, Brazil)
and ketamine (100 mg/kg, Syntec do Brasil Ltd.a) subcutaneously, and subjected to inva-
sive spirometry (Buxco Research Systems, Wilmington, NC, USA) [64]. Under mechanical
respiration, the tidal volume (TV), dynamic compliance (Cdyn), and lung resistance (Rl)
were determined using resistance and compliance (RC) tests. To measure chord compliance
(Cchord) and peak of compliance (Cpk), the lungs were inflated to a standard pressure of
+30 cm H2O and then slowly exhaled until a negative pressure of −30 cm H2O was reached.
Cchord was evaluated at +10 cm H2O and Cpk was determined by the pressure/volume
ratio at the peak. Forced vital capacity (FVC) and inspiratory capacity (IC) were recorded
during this maneuver. The fast-flow volume maneuver was performed, and the lungs were
first inflated to +30 cm H2O and immediately subjected to a highly negative pressure to
enforce expiration until −30 cm H2O, and the forced expiratory volume at 20 ms (FEV20)
was recorded.

4.7. Immunophenotyping by Flow Cytometry

Mice infected with PbA were euthanized at 5 dpi. The brains and spleens were
removed and processed according to the methodology described by Brant et al. [37]. Lungs
were removed and processed according to the methodology described by Claser et al. [12].
Purified cells from the brain, lung, and spleen were plated and incubated with brefeldin A
(10 µg/mL) (Invitrogen, Waltham, MA, USA) for 3 h at 37 ◦C in the presence of 5% CO2.
The cells were blocked with Fc Block (antibody CD16/CD32 in PBS/BSA 1%), followed
by staining with specific combinations of antibodies for cell surface molecule labeling:
CD3 and CD11b (APC-Cy7); CD4 and Ly6C (PE-Cy7); CD8, Ly6G, and SinglecF (BV421);
CD25 and CD45 (PerCP-Cy5.5); F4/80 (FITC); CD11c (V500); and isotype controls (all
antibodies from BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). For intracellular staining, the
following antibodies were added: IFN-γ (Alexa 488), IL-17A, Foxp3 (PE), TNF (PE), and
IL-10 (APC). A total of 30,000 cells (events) were acquired using a FACS Canto II cytometer
(BD Biosciences) and analyzed using FlowJo software (ver. 10). Our gating strategy is shown
schematically in Supplementary Figure S1 (for innate immune cells subset composition)
and Supplementary Figure S2 (for adaptative immune cells subset composition).

4.8. Histopathological and Morphometric Analysis

After mechanical procedures and bronchoalveolar lavage, mice were euthanized. The
lungs and brain were removed and immediately fixed in 4% buffered formalin for 72 h.
Then, the samples were gradually dehydrated in ethanol, diaphanized in xylol, and em-
bedded in paraffin. Next, 5 µm thick sections were cut with which histopathological slides
were prepared and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for histopathological, semi-
quantitative, and morphometric analyses. All histopathological analyses were performed
blindly. The lungs were analyzed to assess inflammation in the airway and perivascular
and parenchymal regions. The score was based on a previously described method [65]. For
histopathological analysis, the brain fragments were analyzed for the presence of conges-
tion, hemorrhage areas, and cellular infiltration. The morphometric analysis was performed
by adapting the methodology previously described [66]. To quantify the inflammatory

https://www.any-maze.com
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infiltrate, 20 randomized images of the cerebral cortex at 40× magnification were digitized,
and the infiltrate was identified and manually quantified using a cursor.

4.9. Statistical Analysis

Statistical significance was assessed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Student’s t-test, one-way analysis of variance (ANOVA), Tukey’s
multiple comparisons post-test, two-way ANOVA, and Sidak’s multiple comparisons post-
test were used as described in each figure legend. Data are represented as mean ± SEM,
with significance set at p ≤ 0.05. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 8.0.1 (GraphPad Software).

5. Conclusions

After a preliminary screening of a series of coumarins with neuroprotective properties,
N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220) has been synthesized and explored for its in vivo
activity against severe malaria. After analyzing the first PbA model results, showing impres-
sive cognitive insights, a study on the anti-inflammatory and neuroprotective properties,
based on an extensive immunological profile, has been performed. Overall, the present
study suggests that compound M220, mainly combined with CQ, exerts immunomodula-
tory, neuroprotective, and pulmonary function-preserving effects. The treatment proved
to be effective on both organs mainly affected by severe malaria: brain and lungs. More-
over, M220 proved to be ideal for oral administration in the mice model, making it a very
interesting therapeutic option for the treatment of this severe disease.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/ph17010046/s1, Figure S1: (A) Synthetic methodology and reaction
conditions for obtaining N-(coumarin-3-yl)cinnamamide (M220). The synthesis was performed in
two steps, as described previously. (B) Proton nuclear magnetic resonance (1H NMR) spectrum.
1H NMR spectroscopy was used to determine the chemical structure. The presence of a broad singlet
at 8.34 ppm was compatible with the nitrogen proton of the amide group. In addition, the presence
of a duplet at 6.68 ppm, with a coupling constant of 15.6 Hz, is compatible with the hydrogen of the
double bond contiguous to the carbonyl group of the amide (a trans isomer). (C) Carbon nuclear
magnetic resonance (13C NMR) spectrum, with the DEPT spectrum in the black box. (D) Electron
ionization (EI) mass spectrum. (E) High performance liquid chromatography (HPLC) trace and purity
index; Figure S2: A schematic representation of gating strategy for innate immune subpopulations
isolated from spleen, lung and brain of mice and stained for IL-10 and TNF cytokine production, and
corresponding dotplots of IL-10+ macrophages (and/or alveolar macrophages and/or microglia),
neutrophils, dendritic, and TNF+ macrophages (and/or alveolar macrophages and/or microglia),
neutrophils and dendritic cells; Figure S3: A schematic representation of gating strategy for adaptative
immune cells subpopulations isolated from spleen, lung and brain of mice and stained for IL-10,
IFN-g and IL-17 cytokine production, and corresponding dotplots of: IL-10+CD4+ T cells, IFN-
g+CD4+ T cells, IL-17+CD4+ T cells; IL-10+CD8+ T cells, IFN-g+CD8+ T cells, IL-17+CD8+ T cells; and
IL-10+CD4+Treg cells and IL-10+CD8+Treg cells.
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