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RESUMO

Menezes, M. N. Papel da IL-1a na malaria experimental causada pelo
Plasmodium chabaudi. 2018. 72f. Tese (Doutorado em: Imunologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2018.

A malaria causa complicacGes envolvendo diversos 6rgaos, inclusive o figado,
onde se sabe que ocorrem inflamacéo e dano hepaticos, os quais contribuem
para a severidade da doenca. A interleucina (IL)-1a € uma citocina pré-
inflamatoria que pertence a familia da IL-1 e que pode ser produzida e liberada
tanto por células ndo-hematopoiéticas, como hematopoiéticas em contextos
como dano tecidual, infeccdo e doencas autoimunes em diversos 6rgaos. O
presente estudo tem como objetivo avaliar a producéo e o papel da IL-1a na
imunopatogénese e na protecdo durante a maléria experimental. A producdo
da IL-1a foi investigada durante a inflamacdo e necrose no figado em
camundongos C57BL/6 infectados com o estagio eritrocitico do Plasmodium
chabaudi. A fonte de IL-1a no figado dos camundongos infectados foi
determinada por imunofluorescéncia e citometria de fluxo. Camundongos IL1A™
foram utilizados para avaliar o papel da IL-1a neste contexto. Durante a
infeccdo aguda com o P. chabaudi, a inflamagé&o hepética e o desenvolvimento
das lesdes necroticas sdo acompanhados pelo aumento nos niveis de IL-1a no
figado, que ocorre de forma independente do inflamassoma NLRP3 (Nod-like
receptor protein 3). Os neutréfilos foram identificados como sendo a fonte de
IL-1a no figado dos camundongos C57BL/6 infectados. De forma sistémica, a
deficiéncia em IL-1a resultou numa diminuicdo da perda de peso e da
hipotermia causados pela maléria, mas teve um efeito menos significativo no
controle da parasitemia. No figado, a auséncia de IL-1a reduziu o numero de
células TUNEL", atenuando a necrose induzida pela infeccdo. A melhora no
dano hepatico nos camundongos IL1A” infectados esta associada com uma
menor resposta inflamatoria em comparacdo aos camundongos C57BL/6
infectados, incluindo uma menor produgdo do TNF-a (Tumor necrosis factor
alpha), citocina associada a apoptose de hepatoécitos e, consequentemente, a
necrose do tecido hepatico durante a malaria causada pelo P. chabaudi.

Apesar de exercer um importante papel na imunopatogénese do dano e



inflamacéo do figado durante a fase eritrocitica da infec¢édo pelo P. chabaudi, a
auséncia da IL-1a ndo impediu a protecdo conferida pela presenca das formas
eritrociticas contra a reinfeccdo com esporozoitos. Em conclusdo, neutrofilos
produzem IL-1a no figado durante a fase aguda da maléaria causada pelo P.
chabaudi. Esta citocina amplifica a resposta inflamatéria a infeccdo e promove

a necrose hepética, assim como exacerba a perda de peso e a hipotermia.

Palavras-chave: Malaria. IL-1alfa. Neutréfilos. Figado. Inflamacéo.



ABSTRACT

Menezes, M. N. Role of IL-1a in experimental P. chabaudi malaria. 2018.
72p. Ph. D. thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Malaria causes complications involving several organs, including the liver,
where there are inflammation and damage that contribute to the disease
severity. Interleukin (IL)-1a is a pro-inflammatory cytokine from the IL-1 family
that can be released by non-hematopoietic or hematopoietic cells during tissue
damage, infection and autoimmune diseases in different organs. The present
study aims to evaluate the production and the role of IL-1a in the
immunopathogenesis and in the protection during experimental malaria. IL-1a
production was assessed during hepatic inflammation and necrosis in C57BL/6
mice infected with blood stages of Plasmodium chabaudi. The source of IL-1a in
the liver of infected mice was determined by immunofluorescence and flow
cytometry analyses. ILLIA” mice were used to assess the role of IL-1a in this
context. During acute P. chabaudi infection, hepatic inflammation and
development of necrotic lesions were accompanied by an increase in IL-1a
levels in the liver, which occurred independently of the Nod-like receptor protein
3 (NLRP3) inflammasome. Neutrophils were identified as the source of IL-1a in
the liver of infected C57BL/6 mice. Systemically, IL-1a deficiency resulted in
reduction of weight loss and hypothermia caused by P. chabaudi malaria, but
had minor effect on parasitemia control. In the liver, the absence of IL-1a
reduced the number of TUNEL" cells and attenuated the necrotic process
induced by infection. The amelioration of liver damage in infected IL1A” mice
was associated with lower inflammatory response compared to infected
C57BL/6 mice, in particular with a decrease in tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) production, which has been directly implicated in the apoptosis of
hepatocytes and, in consequence, the necrosis of the liver tissue during P.
chabaudi malaria. Despite the important role in liver damage and inflammation
immunopathogenesis during the blood-stage P. chabaudi infection, the absence
of IL-1a did not impair the protection conferred by blood stages against

sporozoite reinfection. This study shows that neutrophils produce IL-1a in the



liver during acute P. chabaudi malaria. This cytokine amplifies the inflammatory
response to infection and promotes liver necrosis, as well as exacerbates the
weight loss and hypothermia.

Keywords: Malaria. IL-1alpha. Neutrophils. Liver. Inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 As citocinas da familia IL-1

A descoberta das citocinas da familia IL-1 se inicia antes mesmo do
termo interleucina existir. Entre os anos 1950 e 1970, muitos estudos
buscavam identificar uma proteina produzida por leucocitos, capaz de
promover a febre, que foi inicialmente chamada de pirégeno enddégeno [1-3].
Apenas em 1984, as sequéncias de dois diferentes pirdgenos foram
determinadas e foram entéo identificadas como IL-1a e IL-1B [4, 5]. A sintese
de proteinas recombinantes destas moléculas permitiu confirmar o papel delas
na inducéo da febre e de diversas outras fungdes bioldgicas durante a resposta

imune aguda.

Atualmente, a familia IL-1 abrange 11 citocinas, incluindo IL-18 e IL-33.
A estrutura génica dos membros desta familia é altamente conservada,
sugerindo que tenham sido originadas a partir da duplicagdo de um gene
ancestral comum [6]. Apenas o gene que codifica o IL-1Ra (IL-1 receptor
antagonist) apresenta uma sequéncia de peptideo sinal para secrecao pela via
classica do reticulo endoplasméatico e complexo de Golgi [7]. Os mecanismos
de secrecédo das demais citocinas da familia da IL-1 por células vivas ainda néo
sdo bem estabelecidos e sé@o alvos de diversos estudos. Recentemente, foi
descrito que uma proteina chamada gasdermina D forma um poro pelo qual a
IL-18 é secretada apds a ativacdo de macréfagos por agonistas do
inflamassoma NLRP3 [8]. Os receptores das citocinas da familia IL-1
apresentam uma porc¢ao intracelular composta pelo dominio TIR (Toll/IL-1R),
que recruta a molécula adaptadora MyD88 (Myeloid differentiation primary
response 88), assim como as vias de sinalizacdo dos TLRs (Toll-like receptors)
[7, 9, 10]. O papel das citocinas da familia da IL-1 na resposta imune torna-se
entdo, claro, ja que esta sinalizacdo culmina na ativacdo das vias do NF-kB

(Nuclear factor kappa B) e da MAPK (Mitogen-activated protein kinase) [11, 12].

IL-1a e IL-1B sé&o as principais citocinas desta familia e embora sejam
reconhecidas pelo mesmo receptor, possuem diferencas quanto a sua

producédo, liberagcdo e atividade. Ambas s&o produzidas em sua forma
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precursora que pode ser clivada por diferentes proteinas. Enquanto a IL-1f3
necessita ser clivada pela caspase-1 para tornar-se biologicamente ativa, a
forma néo clivada da IL-1a ja é capaz de ligar-se ao IL-1R (IL-1 receptor) e

exercer seu papel biolégico [13].

1.1.1 Producéo e liberagéo da IL-1a

A IL-1a é expressa de forma constitutiva no interior das células, mesmo
em homeostase, possuindo um papel ativo no nucleo como regulador da
transcricdo, mas também atuando fora da célula na imunidade e inflamagéao. A
forma precursora da IL-1a contém uma sequéncia de localizacdo nuclear que
se liga ao DNA apés a translocacdo para o ndcleo em resposta a sinalizacao
de TLR4 ou inducédo de apoptose [14, 15]. Células ndo-hematopoiéticas, como
células epiteliais do trato gastrointestinal, rim e pulmao, além de queratinécitos,
hepatocitos e fibroblastos podem produzir IL-1a e ter sua expressao
aumentada em situacdes de inflamacao [16-20]. Além disso, muitos leucdcitos
também ja foram descritos como produtores de IL-1a em diferentes modelos
experimentais. Em modelos de inflamacao estéril no figado, sabe-se que a IL-
1a produzida pelas células de Kupffer € essencial para promover a inflamagao
apos o dano tecidual [21, 22]. Células da microglia também produzem IL-1a
durante a isquemia, sendo esta citocina responsavel por iniciar o processo de
inflamacdo no cérebro [23]. No entanto, a producdo de IL-1a por células
hematopoiéticas nido se restringe aos macréfagos. Linfécitos T CD4"
expressam IL-1a de forma independente da sua diferenciagdo em Th1 ou Th2
[24]. Por fim, neutréfilos também produzem IL-1a, a qual inicia o processo
inflamatorio e recruta ainda mais neutrofilos para o sitio de inflamacéo estéril
[25].

A inducdo da expressdo de IL-1a ocorre rapidamente em resposta a
diferentes estimulos fisioldgicos ou patologicos. O stress oxidativo parece
aumentar a expressdo da IL-1a através da elevagcao das concentragdes de
H.O, ou em situacbes de hipdxia, podendo ser dependente ou ndo do HIF-1
(Hipoxia-inducible factor 1) [26, 27]. O hormbnio estradiol é capaz de induzir a

expressdo de IL-1a em fibroblastos, podendo estar relacionado a maior
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incidéncia de artrite reumatéide em mulheres do que em homens [28]. Agentes
que causam dano no DNA, como radiagdo ultravioleta e agentes quimicos,
também sdo capazes de aumentar a expresséo e liberacdo de IL-1a, mesmo
sem perda de integridade da membrana celular [29-31]. Por fim, diferentes
fatores da resposta imune também séo capazes de modular a expressao de IL-
1a. Embora muitos modelos estabelegcam a IL-1a como iniciadora do processo
inflamatorio, sabe-se que a ativacdo de NF-kB, a partir da sinalizacdo de
receptores como TLR, IL-1R ou o TNFR (TNF receptor), € capaz de induzir o
aumento da expressao de IL-1a. A prépria IL-1a, através de uma sinalizagédo
autocrina, aumenta a sua producdo, resultando em um ciclo de amplificacdo da
inflamacdo [32, 33]. Além disso, patégenos, como a bactéria Legionella
pneumophila, podem diretamente ativar a produgéo de IL-1a em macrofagos,
sendo esta producdo essencial para o desenvolvimento da resposta
inflamatéria contra a bactéria [34]. Da mesma forma, a combinacdo da
Mycobacterium tuberculosis atenuada com TNF-a promove a elevagcdo da

expressao de IL-1a em células epiteliais do pulmao [35].

A liberacédo da IL-1a pode dar-se de forma ativa ou passiva, uma vez
gue estd presente no nudcleo e citoplasma das células. Além disso, a forma
precursora da IL-1a pode ser encontrada ligada a membrana através de
interacdes do tipo lectina [36]. Esta forma foi identificada em macréfagos e é
capaz de ativar linfécitos T e NK através do contato direto entre as células [37,
38]. Atualmente sabe-se que muitas células, como fibroblastos, mondcitos e
células endoteliais, também sao capazes de expressar IL-1a associada a
membrana em resposta ao stress ou infeccéo, exercendo um papel importante
na resposta inflamatéria local através de uma sinalizacdo justacrina entre as
células [39-41]. A polarizacéo de células T para o perfil Th17 também parece
ser influenciada por esta forma da IL-1a [42]. Os mecanismos pelos quais a
liberacdo ativa da IL-1a acontece estdo pouco esclarecidos. O aumento do
influxo de calcio através do tratamento com ionomicina é capaz de promover a
liberacdo da forma madura da IL-1a por macrofagos, de forma independente de
caspase-1 [43]. Uma alternativa a via classica de secrecéo para proteinas que
nao possuem o peptideo sinal também foi proposta para explicar a secrecédo da

IL-1a em resposta ao stress. A ligagdo da forma precursora da IL-1a a um
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complexo multiproteico contendo cobre permite a passagem desta molécula
pela membrana celular em uma formagdo denominada pelos autores como
“glébulo fundido”. A delecdo de uma das proteinas presentes neste complexo,
a ligante de cobre S100A13, é capaz de inibir a liberacdo da IL-1a apds o
stress provocado pelo calor [44, 45]. A falta de informacbes quanto aos
mecanismos de liberacdo ativa da IL-1a reside principalmente no fato de muitos
estudos demonstrarem a producédo e secrecdo de IL-1a pelas células, sem

especificar sua forma de liberacdo na auséncia de morte celular [22, 46, 47].

A forma de liberacdo mais estudada da IL-1a tem sido a sua liberagéo
passiva por células necroticas. Esta propriedade permite classifica-la como
uma citocina de dupla funcdo, uma vez que, além do papel classico como
citocina, esta molécula também pode atuar como um DAMP. Esta liberacéo
passiva pode ser vista a partir da inducdo de necrose em hepatdcitos, que
permite a deteccdo de altos niveis de IL-1a no sobrenadante dos seus lisados
[19]. A liberacdo da IL-1a durante a necrose reside no fato desta molécula estar
presente no citoplasma durante este tipo de morte celular, o que parece ser um
processo altamente controlado. Em contraste, durante a apoptose, ocorre uma
translocacado da IL-1a para o nucleo e esta se mantém ligada a cromatina, nao
podendo ser liberada [14]. A inoculacdo de células necréticas no peritdnio é
suficiente para gerar um recrutamento neutrofilico de forma dependente da IL-
1a [48]. Este efeito sobre o recrutamento de neutréfilos ocorre de modo
independente de caspase-1 e o papel do inflamassoma na liberacédo da IL-1a
permanece controverso. Em muitos modelos observa-se uma liberagao de IL-
1a independente dos componentes do inflamassoma NLRP3 [34, 49-51], porém
ha estudos que mostram o contrario, associando a liberacéo de IL-1a ndo s6 a
ativacdo do inflamassoma, mas também a liberacdo simultanea de IL-1B [52,
53]. A gasdermina-D também parece ter um papel na liberacdo da IL-1q,
mesmo sem inducdo da morte celular, apos ativacdo do inflamassoma NLRP3
[8]. No entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer se existe uma
regulacdo ativa desta liberagdo ou se € apenas decorrente do fato do poro
formado pela gasdermina-D (10-15 nm) ser suficiente para a passagem passiva
da IL-1a (4,5 nm) [54, 55].
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Outro aspecto sobre a IL-1a que permanece controverso é a diferenca
entre suas formas clivada e néo clivada quanto a atividade bioldgica. E bem
estabelecido que a calpaina é capaz de clivar a forma precursora da IL-1a (31
kDa) em sua forma madura (17 kDa) por um processo dependente de calcio
dentro ou fora da célula [56, 57]. Além disso, outras moléculas parecem ser
capazes de exercer esse papel, como é o caso da granzima-B, elastase e
quimase [58]. A forma madura resultante da clivagem da IL-1a por estas
proteases induz maiores niveis de IL-6 e IL-8 em células HelLa quando
comparada a forma nao-clivada usada como estimulo in vitro [58]. No entanto,
os sitios de clivagem da IL-1a por cada uma destas moléculas é diferente,
gerando formas maduras distintas que podem justificar a diferenca na atividade
bioldgica. Por outro lado, também ja foi demonstrado em linhagem de células
epiteliais e em células mononucleares do sangue periférico que os tratamentos
com as proteinas recombinantes das formas precursora ou clivada da IL-1a
induzem niveis similares de TNF-a e IL-6 in vitro [13]. A liberacdo da forma
precursora da IL-1a é suficiente para induzir inflamagdo em modelos de
hipoxia, o que é revertido com a utilizacdo do antagonista do receptor IL-1R,
demonstrando, portanto, o papel bioldgico da molécula integra [25].

1.1.2 Func¢des bioldgicas da IL-1a

Os trabalhos que visam avaliar o papel da IL-1a em diferentes contextos
raramente distinguem qual forma da molécula (clivada ou ndo) estd sendo
estudada. De uma forma geral, € atribuida uma funcdo pro-inflamatoria a
molécula, independente do seu processamento. O papel da IL-1a como
iniciadora da inflamagéo estéril tem sido amplamente estudado devido a
sinalizacao de dano celular exercida por ela. Em modelos de hipoxia, onde as
células que nado recebem oxigénio acabam morrendo por necrose, o acumulo
de IL-1a e o consequente recrutamento de neutrofilos antecede a producéo de
IL-18 e posterior recrutamento de mondcitos [25]. No cérebro isquémico,
também se verifica um aumento precoce da expressdo de IL-1a [23]. Além
disso, plaquetas ativam o endotélio, via sinalizacdo de IL-1a, que passa a
produzir CXCL1 e expressar moléculas de adesao que permitem a infiltracao

de neutréfilos [59]. Camundongos IL-1a” ou o tratamento com anticorpos
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neutralizantes anti-IL-1a s&o capazes de inibir a resposta imune apés a injuria
isquémica em modelo de infarto de miocardio [60]. O mesmo é verdade em
modelos de colite, em que camundongos deficientes para IL-1a, ou com uma
delecdo especifica da IL-1a em células epiteliais do colon, exibem uma colite
mais moderada apés indug¢do da doenca por sulfato de sodio dextrana (DSS)
[16].

O dano hepético causado por diferentes fatores tem sido um modelo
muito utilizado para avaliar o papel da IL-1a. E consenso entre todos os
trabalhos que a sinalizacdo desencadeada pela IL-1a é fundamental para o
processo inflamatério que ocorre em resposta ao dano hepatico estéril,
independente do agente causador da injuria [21, 22, 61-64]. J4& o significado
bioldgico desta inflamacao induzida por IL-1a para a patologia em estudo pode
variar de acordo com o modelo. A IL-1a liberada por hepatécitos necréticos
parece atuar nas células de Kupffer, induzindo a producédo de IL-6 por estas
células, que contribui para a tumorigénese no figado [19]. No entanto, a
superexpressdo da forma ligada a membrana da IL-1a induz o aumento do
namero de linfocitos T infiltrados no figado, além de elevar a producao de IFN-y
(Interferon-gamma) e a atividade citotoxica de linfécitos T CD8" e células NK, o
que contribui significativamente para o controle do hepatocarcinoma [38].
Durante o dano hepéatico causado por tetracloreto de carbono, foi demonstrado
gue as diferentes formas da IL-1a também podem produzir diferentes efeitos.
Enquanto a forma ligada a membrana protege o animal do dano hepatico, a
forma secretada agrava o quadro. Neste caso, a forma secretada € capaz de
ativar linfocitos T CD4" e T CD8", induzir a producéo de IL-6, além de aumentar
o recrutamento de células mieloides para o figado, através da producao das
guimiocinas CXCL5 e CCL2 [65]. A administracdo de tunicamicina em
camundongos causa uma esteatohepatite induzida por stress do reticulo
endoplasmatico. Neste modelo, a IL-1a, além de induzir a produc¢do de TNF-q,
IL-6 e IL-1B, também influencia na ativagdo de caspase-3 em hepatdcitos,
agravando o dano hepatico [63]. Ja na esteatohepatite causada por dieta
aterogénica, a deficiéncia de IL-1a protege os animais da inflamacgao e fibrose
hepatica, com reducao nos niveis das ja citadas citocinas pro-inflamatorias e da

amiléide A sérica. No entanto, transplantes com células da medula déssea
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nestes animais ndo permitiram concluir se a IL-1a iniciadora do processo
inflamatério provém dos hepatécitos ou das células de Kupffer [21, 61]. A
presenca do IL-1R nos hepatdcitos é fundamental para o desencadeamento da
faléncia hepatica aguda, influenciando na sobrevivéncia de animais tratados
com D-galactosamina e lipopolissacarideo (LPS) [64]. Neste modelo, ambas IL-
1a e IL-1B s&o importantes para o dano hepatico [62], atuando sobre o
hepatocito e promovendo o aumento da ativacdo de NF-kB e da apoptose
mediada por caspase-3 [64]. A administracdo de IL-1a em cultura de
hepatocitos in vitro exacerba a morte celular induzida por TNF-a, além de in
vivo, ser suficiente para aumentar o0s niveis das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) em camundongos
tratados com D-galactosamina (D-gal) e LPS [64]. Por fim, no modelo classico
de dano hepético induzido por acetaminofeno (APAP), a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e a producdo de IL-13 parecem ser dispensaveis,
engquanto a inibicdo da IL-1a promove a sobrevivéncia dos animais e reduz o
recrutamento de neutroéfilos, que atuam amplificando a inflamacdo e o dano
tecidual. Além disso, neste caso, as células de Kupffer parecem ser a principal
fonte de IL-1a apds ativagdo via MyD88 [22].

A IL-1a atua na inducado da inflamacéo tecidual ndo apenas em modelos
de inflamacgé&o estéril, mas também em resposta a diferentes patégenos. Em
infeccbes fungicas, a IL-1a possui um papel fundamental para a resposta
neutrofilica, ajudando no controle do crescimento do fungo. Enquanto na
mucosa oral, 0s queratindcitos sdo responsaveis pela producdo de IL-1a, os
mondcitos assumem este papel no pulmdo. O recrutamento de neutrofilos
parece ser dependente da producdo de CXCL1 induzida pela IL-1a e, além
disso, a producdo de GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony stimulating
factor) e a geracdo de novos neutréfilos da medula 6ssea também é
influenciada pela sinalizacdo do IL-1R [50, 66]. No pulm&o, também foi
demonstrado que, além dos mondcitos, células dendriticas sdo capazes de
produzir IL-1a em resposta a infeccdo com M. tuberculosis [67]. A deficiéncia
de IL-1a neste modelo resulta na falta de controle da bactéria a nivel
intracelular, levando a mortalidade precoce dos animais infectados, mesmo na

presenca da imunidade adaptativa contra a bactéria [35]. O infiltrado de células
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mononucleares no pulméo apos infeccdo com a M. tuberculosis € maior na
auséncia do IL-1a, no entanto, o contrario acontece para a populacado
polimorfonuclear [35]. De modo similar, a infeccdo com a bactéria L.
pneumophila leva a um recrutamento neutrofilico precoce no pulméo que
acontece de forma dependente da IL-1a [34]. Além deste papel protetor contra
infecgbes bacterianas, a IL-1a também atua em infecgbes virais, conferindo
imunidade protetora a animais infectados com o virus HSV-1 (Herpes simplex
virus 1) [51]. Atua também na formacéo dos centros germinativos do tecido
linféide induzido associado ao brénquio apos infec¢do com o virus influenza A,
provavelmente através da inducdo de CXCL13, uma quimiocina que recruta
linfécitos B [68]. Apds a vacinacdo com a forma atenuada do virus, a morte
celular de macrofagos resulta na liberacdo da IL-1a, a qual inicia uma cascata
inflamatdria essencial para a ativacdo das células dendriticas e posterior
producédo de anticorpos antivirais [69].

Em relacdo as infec¢cbes causadas por protozoarios, ainda ha poucos
estudos avaliando a fungcdo da IL-1a na resposta imune a estes patdgenos.
Sabe-se que durante a infec¢cdo por Leishmania major em camundongos
BALBI/c, a deficiéncia de IL-1a melhora a sobrevida dos animais ao reduzir a
inflamacédo que piora as lesdes induzidas pelo parasito [70]. No entanto, a
producdo de IL-1a por células dendriticas retiradas de camundongos BALB/c
em resposta a L. major é significativamente menor do que a producdo por
células dendriticas de C57BL/6, 0 que levou a acreditar que a IL-1a poderia ser
um dos mecanismos de resisténcia dos animais C57BL/6 a infeccao por este
protozoario. De fato, o tratamento de camundongos BALB/c com IL-1a reduziu
significativamente as les6es, aumentou a producéo de citocinas do perfil Thl e
diminuiu a producédo de citocinas do perfil Th2 de modo dependente de IL-12
[71]. No entanto, a infeccdo de animais C57BL/6 IL-1aB™ com L. major ndo
alterou o fenotipo de resisténcia dos camundongos C57BL/6 [72], indicando
gue talvez diferentes mecanismos regulem a susceptibilidade entre diferentes
linhagens de camundongos. O tratamento de células HelLa infectadas pelo
Toxoplasma gondii com IL-1a leva ao aumento da produgédo de IL-8 e a
ativacdo de NF-kB nestas células [73]. Além disso, sabe-se que 0s mondcitos

inflamatorios essenciais no controle da doenca cerebral causada pelo T. gondii
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sdo células produtoras de IL-1a [74]. No modelo de malaria murina causada
pelo Plasmodium berghei, uma glomerulonefrite € bem caracterizada e a
participacdo do IL-1a na patogénese deste processo parece ser fundamental
[75]. Além disso, sabe-se que a administracdo de hemozoina sintética na
cavidade peritoneal de camundongos € capaz de induzir a producédo de IL-1a

[76], embora os efeitos desta IL-1a ndo tenham sido avaliados.

1.2 Aspectos gerais da malaria

7

A malaria é uma doenca parasitaria que atinge paises tropicais e
subtropicais, com muitas areas sendo consideradas endémicas para a doenca.
Segundo levantamento da Organizacdo Mundial da Saude, a situacdo da
doenca no ano de 2016 consiste em uma estimativa de mais de 200 milhdes de
casos em todo o mundo, com cerca de 450 mil mortes, sendo que 78% destas
acometem criancas abaixo dos cinco anos de idade. Na regido das Américas, a
transmissao da malaria ocorre em 18 paises e mais de 120 milhdes de pessoas
estdo sob algum risco de contrair a doenca. Além disso, somente o Brasil é
responsavel por 18% dos casos nesta regido [77].

A doenca é desencadeada por protozoarios pertencentes ao filo
Apicomplexa e ao género Plasmodium e atualmente sdo descritas cinco
espécies capazes de infectar humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi [78]. A
transmissao da doenca ocorre por meio de mosquitos do género Anopheles
infectados com o parasito [79]. A infeccdo inicia-se no momento em que a
fémea do Anopheles, que possui habito hematéfago, realiza o repasto
sanguineo e inocula, juntamente com sua saliva, 0s esporozoitos, formas
infectantes do parasito, que alcancam a corrente sanguinea do hospedeiro.
Alguns minutos depois, 0s esporozoitos alcangam os hepatocitos, invadindo-os
e iniciando a fase pré-eritrocitica do seu ciclo biolégico. Uma vez dentro do
hepatdcito, o esporozoito se diferencia em trofozoito pré-eritrocitico que ira
iniciar a reproducdo assexuada por esquizogonia. Formam-se, entdo, 0s
esquizontes teciduais, que liberam 0s merossomos na corrente sanguinea, 0s

quais, ap0s romperem-se, liberam milhares de merozoitos [80]. A invasdo dos
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eritrocitos pelos merozoitos caracteriza o inicio da fase eritrocitica do ciclo de
vida do Plasmodium. No interior do eritrOcito, o parasito volta a realizar
sucessivas divisdes dando origem ao esquizonte. O eritrocito se rompe pela
acao do parasita e libera novos merozoitos que irdo infectar novos eritrécitos.
Alguns dias apos as primeiras manifesta¢cdes clinicas da doenca, uma pequena
porcdo dos merozoitos diferenciam-se em gametdcitos masculinos e femininos,
gue uma vez ingeridos pelo mosquito em um novo repasto sanguineo, dardo

inicio a fase sexual do ciclo de vida do parasito no interior do mosquito.

Em regides endémicas para a malaria, criancas em idade mais
avancada e adultos adquirem protecdo contra a doencga grave, embora a
imunidade estéril nunca seja adquirida [81]. Sabe-se que estes individuos
podem ser infectados diversas vezes, desenvolvendo um fendbmeno chamado
de superinfeccdo. Através da utilizacdo do modelo murino de malaria, foi
demonstrado que o desenvolvimento da fase hepética da infeccdo €
significativamente inibido pela presenca da fase eritrocitica do Plasmodium sp.,
de forma que os parasitas decorrentes de uma infeccdo secundaria de
esporozoitos nunca alcancem o sangue [82]. O mecanismo proposto para
explicar essa protecdo € baseado na distribuicdo de ferro regulada pelo
horménio hepcidina. Na presenca do estagio eritrocitico do Plasmodium sp., a
disponibilidade de ferro nos hepatdcitos é reduzida, consequentemente,
comprometendo o desenvolvimento das formas hepaticas do Plasmodium sp.
[82]. Embora a hepcidina seja uma molécula chave neste processo, alguns
aspectos desta protecdo permanecem sem explicacdo e o papel do sistema
imune ndo pode ser totalmente descartado.

1.2.1 Imunopatogénese da maléaria

A ruptura dos eritrécitos que contém os esquizontes durante a fase
eritrocitica do ciclo do Plasmodium € tipicamente acompanhada por febre,
nauseas, dores de cabeca e outros sintomas de uma resposta sistémica de
citocinas pro-inflamatorias oriundas, principalmente, das células do sistema
imune inato [83]. Isto se deve ao fato de que a ruptura destes eritrocitos libera

na corrente sanguinea 0s componentes bioativos do parasito, além de
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moléculas proprias do hospedeiro contidas nos eritrécitos, que entram em
contato com as células do sistema imune desencadeando respostas
imunologicas exacerbadas. Muitos estudos com pacientes tém demonstrado
associacfes entre a forma grave da malaria e altos niveis de citocinas proé-
inflamatorias, como TNF, IL-18, IL-6 e IFN-y, assim como as quimiocinas CCL3
(MIP-1a) e CCL4 (MIP-1B) [84, 85]. Entretanto, esta resposta inflamatoria
também € importante para a protecdo contra a doencga, como, por exemplo, no
caso do TNF-a atuando em sinergia com o IFN-y num papel antiparasitario ao
induzir a producdo de Oxido nitrico (NO) e outros radicais téxicos [86]. A
resposta de citocinas como TGF-B (Transforming growth factor beta) e IL-10 &
essencial para regular essa resposta pro-inflamatoria em diferentes momentos,
ja que altos niveis destas citocinas no inicio da infeccdo podem comprometer
0S mecanismos efetores e baixos niveis tardiamente podem n&o controlar a

cascata inflamatoria de citocinas e resultar na doenca grave [87].

As infecgBes humanas pelas diferentes espécies de Plasmodium podem
gerar complicacGes que atingem diferentes 6rgdos aumentando a severidade
da doenca. Durante a fase eritrocitica do ciclo, a expressao de determinadas
moléculas do parasito na superficie do eritrdcito infectado faz com que esta
célula possa aderir ao endotélio de tecidos periféricos. Este € considerado um
mecanismo de evasao do Plasmodium para que ele evite a destruicdo durante
a passagem do eritrocito parasitado pelo baco [88]. O P. falciparum tem sido a
espécie mais estudada em relacdo a este fendmeno, embora mais
recentemente alguns estudos tém mostrado que o mesmo pode ocorrer em
infeccdes com o P. vivax [89-91]. A capacidade de citoadeséo do parasito esta
relacionada com a severidade da doenca decorrida da infeccdo, uma vez que a
presenca de eritrécitos parasitados aderidos ao endotélio vascular pode levar a
obstrucdo do fluxo sanguineo nos capilares, a ativacdo endotelial e a
inflamacgéo nos tecidos [92]. A presenca de eritrécitos parasitados no cérebro é
altamente associada com o desenvolvimento da malaria cerebral em individuos
infectados com o P. falciparum [93]. A maléria cerebral é a forma mais grave de
manifestacdo da doenca responsavel por grande parte da mortalidade
decorrente da malaria. Sabe-se ainda que os eritrocitos parasitados podem

aderir aos pulmdes, figado, pele, rins e placenta, causando complicacdes



27

nestes tecidos em individuos infectados [93-96]. Sintomas de faléncia hepatica,
como ictericia e altos niveis de ALT e AST no soro, sdo frequentemente
encontrados em pacientes com malaria [97-101]. E possivel encontrar no tecido
hepatico de pacientes infectados com o P. falciparum com lesGes necréticas e
células de Kupffer hiperplasicas e com pigmento malérico, hemozoina, em seu
interior [97]. A infeccdo pelo P. vivax também €& capaz de causar disfuncdes
hepaticas [101]. Hiperbilirrubinemia (bilirrubina sérica > 3 mg/dL) juntamente
com um aumento maior que trés vezes na concentracdo normal de
aminotransferases no soro caracterizam uma hepatopatia malarica [100, 102], a
qual pode ser associada com outras complicacdes, como maléria cerebral,
choque e lesdo renal aguda [102]. Além disso, foi proposto que a faléncia
hepatica aguda induzida pela malaria pode estar envolvida na patogénese da

malaria cerebral [103].

O estudo de mecanismos imunolégicos em pacientes humanos € muitas
vezes restrito por questdes éticas que impossibilitam abordagens
experimentais. Desta forma, o uso de roedores para estudar a imunopatologia
da malaria vem sendo largamente aplicado. A infeccdo pelo Plasmodium
chabaudi é considerada o principal modelo experimental para a compreenséo
da resposta imune contra a malaria [104]. A infeccdo de camundongos
C57BL/6 com o P. chabaudi AS causa uma maléria ndo letal e caracterizada
por uma esplenomegalia associada a uma ativagao policlonal de linfécitos B do
baco [105-107]. As citocinas IL-12, TNF-a e IFN-y sdo produzidas em grande
qguantidade no baco, e estdo presentes de forma transiente no plasma, tendo
sido demonstrado que na auséncia de IFN-y, os camundongos apresentam
maior dificuldade para controlar e eliminar a infeccdo primaria [108]. Estudos
comparativos entre animais suscetiveis e resistentes a infeccdo com P.
chabaudi tém demonstrado que as respostas pro-inflamatérias parecem ser
necessarias para o subsequente desenvolvimento da imunidade protetora
[109]. Com a progressdo da doenca, grande parte dos linfécitos que foram
ativados policlonalmente na fase aguda séo eliminados por morte celular [110]
e 0 subsequente desenvolvimento de anticorpos especificos e linfocitos Thl de
memoéria efetora resulta na eliminacdo do parasita e na protecdo contra a

reinfeccdo. No entanto, assim como na maléria humana, a imunidade completa
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contra a reinfeccdo parece ndo ser duradoura no modelo do P. chabaudi. Isso
parece ser devido ao declinio da resposta de células Thl de memoria e ocorre
mesmo na presenca de altos niveis de anticorpos especificos [111], sendo

restaurada como o tratamento com doses baixas de IFN-y [112].

Os modelos experimentais de maléria reproduzem muitos dos aspectos
patogénicos encontrados na malaria humana. O P. berghei tem sido
amplamente utilizado para avaliar aspectos imunopatolégicos por causar
malaria cerebral e lesdo pulmonar aguda em camundongos C57BL/6 e malaria
placentaria em camundongos BALB/c [113-115]. Na infec¢do pelo P. chabaudi
€ possivel observar a aderéncia de eritrécitos parasitados ao endotélio vascular
em o6rgdos como baco, figado, pulmdo e placenta, o que pode levar a
complicacbes da doenca como dano tecidual nestes 6rgdos e maléaria
placentéria [104, 116, 117]. A necrose hepatica, o infiltrado de leucdcitos e o
aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias no figado podem
influenciar na resposta a doenca causada pelas infeccbes com os estagios
eritrociticos dos Plasmodium yoelli, P. chabaudi e P. berghei [116, 118-121]. A
hemolise intravascular decorrente da infeccéo pelo P. yoelli tem sido implicada
no dano hepético através do stress oxidativo induzido pelo acumulo do
grupamento heme livre na circulacdo. Este stress oxidativo leva a producéo de
TNF-a e ao recrutamento de neutréfilos que parecem estar relacionados com a
lesdo hepética decorrente da infeccdo [122]. A expressdo e a atividade da
heme oxigenase-1 (HO-1), enzima que cataboliza o heme livre, encontram-se
aumentadas apos a eliminacao do P. yoelli e isto parece estar relacionado com
o restabelecimento da funcdo hepéatica apés o dano [123]. Ja a necrose
hepética causada pelo P. berghei parece ser regulada positivamente pela
sinalizagdo do MyD88 e da IL-12 e negativamente pela enzima 6xido nitrico
sintase (INOS) [124-126], além de ser dependente da presenca do parasito na
circulagdo [127]. O acumulo de eritrocitos parasitados pelo P. chabaudi ocorre
preferencialmente no figado e pode ser modulado pelo sistema imune do
hospedeiro, uma vez que a deficiéncia de IL-10 € capaz de aumentar este
fendbmeno [128, 129]. Além disso, a presenca do parasito no figado esta
diretamente relacionada com a ocorréncia do dano hepatico e inflamacéo

tecidual [129, 130]. Assim como para o P. yoelli, a HO-1 exerce um papel
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importante na protecdo ao dano hepatico apos infeccdo pelo P. chabaudi.
Camundongos deficientes em HO-1 desenvolvem uma faléncia hepética fatal.
A expressdo da HO-1 protege os hepatécitos da morte celular induzida por
TNF-a na presenga do grupamento heme livre [131]. De modo semelhante, a
IL-22 também possui um papel protetor contra o dano hepatico, reduzindo em
até 50% a mortalidade dos animais, sem afetar a parasitemia e alteracdes de
temperatura dos animais infectados pelo P. chabaudi [132]. Um fator que
promove a necrose hepatica neste mesmo modelo é a infiltracdo de neutrofilos
no figado, possivelmente apds a ativacdo pelo IFN do tipo | [133], embora o
mecanismo pelo qual estes neutrofilos atuam ndo tenha sido estabelecido.
Muitos aspectos da imunopatogénese da malaria vém sendo esclarecidos com
0 uso de modelos animais e a participacao de citocinas nestes processos é um
achado recorrente. No entanto, o papel da IL-1a na maléria ainda é pouco
estudado e a participagdo desta citocina na resposta imune e na patogénese
causada pela infeccdo pelo Plasmodium ainda € algo a ser estabelecido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a producédo e o papel da IL-1a na resposta imunoldgica e na
patogénese da malaria experimental causada pela infeccdo de camundongos

com o estagio eritrocitico do P. chabaudi (cepa AS).

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a necrose e inflamagéo no figado que ocorrem no modelo
de infec¢éo pelo P. chabaudi em camundongos C57BL/6.

e Detectar a producdo de IL-1a no figado e em outros érgdos durante a
fase aguda da infeccéo.

e Determinar a populacéo celular responsavel pela producdo de IL-1a no
figado durante a infecgéo.

e Avaliar o papel da IL-1a de forma sistémica na resposta a malaria
causada pelo P. chabaudi.

e Avaliar o papel da IL-1a no figado durante a fase aguda da infecgao.

e Investigar se a IL-1a exerce algum papel na protecéo contra a reinfec¢ao
com esporozoitos na presenca de uma infeccdo eritrocitica com o P.

chabaudi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Camundongos, parasitos e infeccao

Camundongos machos C57BL/6 (Jackson Laboratory, EUA), IL1A™
(Jackson Laboratory), NLRP3” (Genentech, EUA) e CASP1” (Jackson
Laboratory), com 6 a 8 semanas de idade, foram criados em condi¢des
“specific pathogen free” no biotério de camundongos do Departamento de
Imunologia da Universidade de Séo Paulo.

Como o ciclo de reproducédo assexuada dos parasitas depende do ciclo
circadiano do hospedeiro, os camundongos foram mantidos em ciclo invertido
de claro/escuro por pelo menos 15 dias antes da infeccdo para que a
manipulacdo dos animais seja feita em um periodo préximo a invasao
eritrocitica [134]. A manutencdo do P. chabaudi (cepa AS) foi realizada como
descrito anteriormente [135]. Os camundongos foram infectados por via

intraperitoneal (i.p.) com 1 x 10° eritrécitos parasitados.

3.2 Parasitemias e analises de parametros clinicos

As parasitemias foram monitoradas através de esfregacos sanguineos
corados com Giemsa. A variacdo do peso corporal foi determinada em relacdo
ao peso do dia O utilizando uma balanga analitica (Sartorious, EUA). A
temperatura corporal foi medida com um termometro digital (Kent Scientific Co,
EUA). A concentracdo de hemoglobina no sangue foi quantificada utilizando-se
o kit colorimétrico para deteccdo de hemoglobina no sangue total da Doles

Reagentes (Goiania, GO, Brasil).

3.3 Andlises histopatoldgicas

Os camundongos foram eutanasiados e os figados foram retirados de
animais infectados e controles nédo infectados. Secdes do figado foram fixadas
em formalina 10% por 24 horas em temperatura ambiente. Os 6rgaos fixados
foram embebidos em parafina, seccionados (5 pm), e corados com

hematoxilina e eosina (H&E). Andlises histologicas foram realizadas por uma
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patologista sem conhecimento dos grupos experimentais em um microscopio
Leica DM2000 (Leica, EUA) acoplado a uma camera Leica MC170.

O score atribuido as lesGes hepaticas é feito a partir da analise de
multiplos parametros (adaptado de [136]), incluindo (i) infiltrado cellular
inflamatorio (tipo celular, distribuicdo e severidade) e (i) mudancas celulares
(necrose, lipidose, hipertrofia, distribuicdo e severidade). O score de severidade
varia de 0 a 4 (0, ausente; 1, minimo; 2, suave; 3, moderado; 4, acentuado),

resumido na Tabela 1.

Tabela 1. Esquema de classificacdo para lesdes hepéaticas

Proportion of liver

Severity affected Score Quantifiable finding*
Minimal very small amount 1 1-2 foci
Mild or slight/ few small amount 2 3-6 foci
Moderate or several medium amount 3 7-12 foci
Marked or many large amount 4 >12 foci, coalescing

3.4 Imunofluorescéncia

Sec0des do figado foram retiradas e fixadas em paraformaldeido 4% por
12 horas. Cortes com 5 um de espessura foram feitos em criostato CM3050S
(Leica). A etapa de bloqueio e permeabilizagdo foi realizada incubando os
cortes por 1 hora com PBS BSA 1% + 0,3% Triton-X em temperatura ambiente.
Em seguida foi realizada uma incubacdo em camara umida com os seguintes
anticorpos diluidos em PBS: anti-IL-1a FITC (ALF-161), anti-Ly6G PE (IA8),
anti-CD45 APC (30-F11), por 4 horas, a 4 °C. Todos os anticorpos foram
obtidos da eBioscience (Thermo Fisher, EUA) A marcacdo com faloidina-
rodamina foi realizada posteriormente em temperatura ambiente, por 30
minutos. Os cortes foram montados com Fluoromount-G (Southern
Biotechnologies, EUA) contendo DAPI. As imagens foram obtidas em
microscopio confocal LSM 780 (Zeiss, Alemanha) e as analises foram feitas

com o software ImageJ (NIH, EUA).

3.5 Anélises bioquimicas do plasma
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Os niveis de ALT e AST no plasma foram medidos utilizando o
analisador bioquimico Catalyst One (Idexx Laboratories, EUA). Os niveis de
lactato desidrogenase (LDH) no plasma foram medidos no equipamento
Beckman Coulter AU 680 (Beckman Coulter, EUA).

3.6 Suspensdes de células

Os camundongos foram eutanasiados e foi realizada uma perfuséo pelo
coragcdo com 10 ml de PBS. Figado e baco foram retirados, pesados e
processados para obtencdo das células. O figado foi picotado em pedacos
menores que foram imersos em 5 ml de meio de digestdo, contendo meio
RPMI (Thermo Fisher), 0,02% de colagenase tipo IV (Sigma, EUA) e 0,002%
de DNAse | (Sigma), e foram colocados a 37 °C por 40 minutos. Em seguida, o
orgao foi homogeneizado utilizando um cell strainer de 100 um (Corning, EUA)
em meio RPMI contendo 3% de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher). Foi
realizada uma primeira centrifugacdo de 3 minutos, a 30 x g e a 4 °C. O
sobrenadante foi recuperado e submetido a uma nova centrifugagédo de 10
minutos, a 300 x g e a 4 °C. Os eritrocitos foram lisados utilizando um tampéao
de lise (40 mM NH4Cl e 4.2 mM Tris pH 7.4) por 3 minutos e depois a
suspenséo foi lavada com meio RPMI 3% SFB. Apés a lavagem, as células
foram ressuspendidas em Percoll 35% (GE Healthcare Life Sciences,
Inglaterra), centrifugadas por 10 minutos a 360 x g e a 20°C. Apds este passo,
as células ndo parenquimais do figado encontram-se no pellet, que foi lavado
mais uma vez e ressuspendido em meio RPMI 10% SFB. O processamento do
baco foi realizado com a maceracdo do 6rgao e posterior lavagem das células
com meio RPMI 3% SFB. Os eritrocitos foram lisados utilizando o tampéao de
lise e as células foram lavadas novamente ap0s este passo. Por fim, as células

foram ressuspendidas em meio RPMI 10% SFB.

3.7 Fenotipagem das células

As células do figado e do baco (1 x 10°) foram marcadas com anticorpos
monoclonais conjugados aos fluoréforos FITC, PE, APC, PerCP, PECy7,
APCCy7, Pacific blue ou AmCyan com especificidade para os antigenos CD45
(30-F11), CD4 (H129.19 or GK1.5), CD8 (53-6.7), NK1.1 (PK136), F4/80 (BMS),
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CD11b (M1/70), CD11c (HL3), Grl (RBC-8C5), Ly6C (HK1.4) e Ly6G (1A8). Os
anticorpos foram obtidos da BD Biosciences (EUA) ou da eBioscience (Thermo
Fisher). Apds lavagem as células foram marcadas com Live/Dead (Thermo
Fisher) para determinacdo de viabilidade celular. As células marcadas foram
analisadas por citometria de fluxo utilizando os citometros FACSCanto ou
LSRFortessa Il e o software DIVA (BD Biosciences). Os dados foram

analisados utilizando o software FlowJo v.9 (Tree Star Inc., EUA).

3.8 Deteccao de citocinas

A quantificacdo de IL-1a e IL-B no sobrenadante do homogenato de
figado foi realizada por ELISA (BD Biosciences). Para deteccéo intracelular de
IFN-y, TNF-a e IL-1q, as células do figado e do baco (1 x 10°) foram cultivadas
na presenca de GolgiStop ou GolgiPlug (BD Biosciences) por 6 horas, a 37 °C.
Apoés lavagem, as células foram marcadas para os marcadores de superficie
como descrito anteriormente. As células foram posteriormente fixadas e
permeabilizadas com o tampéao Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) e marcadas
com os anticorpos monoclonais anti-IFN-y PE e anti-TNFa PE diluidos em
tampdo Permwash (BD Biosciences). Apés lavagem, as células foram
ressuspendidas em tampao de marcacéo e analisadas por citometria de fluxo
utilizando os citbmetros FACSCanto ou LSRFortessa Il e o software DIVA (BD

Biosciences). Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo v.9.

3.9 Reagéo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

As amostras de RNA total foram extraidas a partir do figado usando o kit
RNeasy Mini (Qiagen. EUA). A transcricdo reversa do RNA foi realizada
utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher)
seguindo as instru¢bes do produtor. O cDNA resultante foi amplificado por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando o Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (Thermo Fisher) no aparelho de RT-PCR QuantStudio 3
(Thermo Fisher). As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas na reacdo de
RT-PCR sé&o as seguintes: para IL1A, ACCTGCAGTCCATAACCCA (forward) e
GACAAACTTCTGCCTGACGA (reverse); para TNFA,
CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA (forward) e
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TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC (reverse); para GAPDH,
TGAAGCAGGCATCTGAGGG (forward) e CGAAGGTGGAAGAGTGCGAG
(reverse); para IL6, ATGGATGCTACCAAACTGGAT  (forward) e
TGAAGGACTCTGGCTTTGTCT (reverse); para IFNG,
TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA (forward) e
TGGCTCTGCAGGATTTTCATG (reverse). Foi realizada uma analise
comparativa de CT (threshold cycle) para determinar a expressao relativa do
gene em relacéo ao gene endégeno GAPDH.

3.10 Ensaio de TUNEL

Secbes do figado foram congeladas em Tissue-TEK OCT (Sakura
Finetek, EUA) na presenca de 2-metilbutano em gelo seco. Cortes de 5 um de
espessura foram realizados em criostato. A deteccdo da fragmentacdo de DNA
in situ foi realizada utilizando o kit DeadEnd Fluorometric TUNEL System
(Promega, EUA) de acordo com as instru¢des do produtor. As imagens foram
obtidas em microscépio invertido Nikon TiS (Nikon, Japdo) e analisadas

utilizando o software ImageJ (NIH).

3.11 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6
utilizando os testes n&o-paramétricos Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. As
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Sinais de dano hepéatico em diferentes modelos de maléria
experimental

Embora o ciclo de vida do Plasmodium sp. contenha uma fase hepatica,
€ a fase eritrocitica a responsavel pelos sintomas e pelo desenvolvimento da
doenca na malaria. Para demonstrar o impacto da fase eritrocitica da malaria
no figado, foi realizado um acompanhamento da parasitemia e dos niveis das
enzimas indicadoras de dano hepético (ALT, AST e LDH) no plasma de
camundongos apos infeccdo com o estagio eritrocitico de diferentes espécies
de Plasmodium sp. de roedores. Camundongos C57BL/6 foram infectados com
1 x 10° eritrécitos infectados por P. berghei NK65, P. chabaudi ou P. yoelii e
eutanasiados em diferentes dias pos-infeccao (p.i.). As curvas de parasitemia
diferem entre as espécies. Camundongos infectados pelo P. berghei
apresentaram um crescimento continuo da parasitemia durante os dias
analisados (Figura 1). Por outro lado, os camundongos infectados pelo P.
chabaudi e pelo P. yoelii apresentaram um pico de parasitemia nos dias 7 e 16,
respectivamente, e apds estes picos, as parasitemias comecaram a diminuir
(Figura 1). A quantificacao dos indicadores de dano hepatico no plasma sugere
que ocorra dano hepatico durante as infec¢cdes pelo estagio eritrocitico do
Plasmodium sp. e que este dano possa estar relacionado com a parasitemia,
uma vez que os maiores niveis das enzimas encontrados durante os dias
analisados foram nos mesmos dias das maiores parasitemias para o P. berghei
e P. chabaudi (Figura 1). Embora os niveis de ALT e AST ndo tenham
aumentado no plasma dos camundongos infectados pelo P. yoelii, os niveis de
LDH parecem se comportar da mesma forma, apresentando maior

concentracdo no mesmo dia do pico de parasitemia (Figura 1).

4.2 Necrose e inflamacédo hepaticas ocorrem durante a fase aguda da
infeccéo pelo P. chabaudi

A infec¢@o com o estagio eritrocitico do P. chabaudi apresentou a melhor
correlacdo entre parasitemia e a presenca dos indicadores de dano hepatico
durante a fase aguda da infec¢do. A fim de avaliar melhor o dano hepético e a

inflamacé@o na malaria causada pelo P. chabaudi, o figado dos camundongos
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C57BL/6 infectados foi analisado em diferentes dias da fase aguda da infeccao.
Corroborando o aumento encontrado nos niveis de ALT, AST e LDH no plasma
(Figura 1), as anélises histopatolégicas mostraram diversos focos necroticos
no tecido hepatico nos dias 6 e 7 p.i. (Figura 2A). Também foi observada uma
maior inflamacdo durante a fase aguda, sendo possivel observar infiltrados
inflamatoérios no tecido nos dias 3, 6 e 7 p.i. (Figura 2A). Além disso, também
foi possivel verificar focos de hematopoiese extramedular, principalmente apos
o controle da parasitemia, quando o acumulo de pigmento de hemozoina torna-
se mais evidente (Figura 2A). Os maiores scores de inflamacdo e necrose
durante os dias analisados foram registrados no dia 7 p.i. (Figura 2B), mesmo
dia, portanto, do pico de parasitemia. Tais resultados demonstram que durante
a fase aguda da infeccdo com o estagio eritrocitico do P. chabaudi, é possivel
observar a ocorréncia de necrose e inflamacao no figado dos camundongos

infectados.

4.3 A producéao de IL-1a, mas nao de IL-1B, aumenta no figado durante a
fase aguda da infeccéo pelo P. chabaudi

Como a producdo das citocinas da familia da IL-1 est4 associada com o
dano tecidual e a inflamacgéo, foi verificada a presenca destas citocinas no
figado dos camundongos C57BL/6 infectados pelo P. chabaudi. Nos dias 6 e 7
p.i., a expressdo do RNA mensageiro (mMRNA) que codifica a IL-1a (IL1A)
encontrou-se aumentada no tecido hepatico (Figura 3A) e o0s niveis de
proteina da IL-1a também estavam maiores nos homogenatos de figado
(Figura 3B). Para avaliar o papel do inflamassoma NLRP3 nesta producao,
foram utilizados camundongos deficientes para os componentes NLRP3 e
Caspase-1. Demonstrando independéncia do inflamassoma na produgéo da IL-
1a, um aumento semelhante nos niveis de IL-1a foi encontrado no figado dos
camundongos C57BL/6, NLRP3" e CASP1” (Figura 3C). J& os niveis de IL-1B8
permaneceram semelhantes ao nivel basal encontrado em camundongos nao
infectados mesmo nos dias 6 e 7 p.i. e 0 mesmo foi verdade para os
camundongos NLRP3" e CASP1” (Figuras 3D e 3E). Em conclusdo, a
infeccédo pelo P. chabaudi induz uma producédo de IL-1a no figado durante a

fase aguda, a qual é independente do inflamassoma NLRP3.
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Figura 1. Modelos de malaria experimental em roedores apresentam dano
hepatico associado ao aumento da parasitemia
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Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 10° eritrdcitos infectados
por P. berghei, P. chabaudi e P. yoelli e sacrificados em diferentes dias ao longo da
infeccdo. As curvas de parasitemia, obtidas através de analise microscopica de
esfregacos sanguineos corados com Giemsa, e as concentracdes plasmaticas de
AST, ALT e LDH dos camundongos infectados com cada uma das espécies de
Plasmodium séo representadas. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo (SD) (n = 3). Dado representativo de um experimento para P. berghei e P.
yoelli e dois para P. chabaudi. As diferencas estatisticas foram observadas entre o
grupo controle e os grupos de animais infectados com *p<0,05; **p<0,01;_***p<0,001
obtidas através do teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 2. Necrose e inflamacdo no figado de camundongos C57BL/6
infectados com o P. chabaudi
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Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 10° eritrécitos infectados
com o P. chabaudi. Camundongos né&o infectados (Dia 0) foram usados como
controles. A. Cortes de figado corados com H&E de camundongos infectados mostram
focos de necrose (indicados por n), infiltrado celular (seta preta), hematopoiese
extramedular (seta branca) e deposicdo de hemozoina (hz). pv = veia porta.
Magnificac&o original de 5X (barra de escala: 300 um) e 20X (barra de escala: 50 pm).
B. Analises histopatolégicas semiquantitativas para inflamag&o, necrose e score
histopatologico total (inflamacdo + necrose). Dados representativos de dois
experimentos com grupos de 3 camundongos por dia analisado (média + desvio
padréao). Diferencas significativas foram observadas entre os grupos controle e de
camungongos infectados com *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001 obtidas através do teste
de Kruskal-Wallis.
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Figura 3. IL-1a, mas nao IL-183, é produzida no figado durante a fase aguda da
infeccdo pelo P. chabaudi de maneira independente do inflamassoma
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Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 10° eritrécitos infectados
com o P. chabaudi. Camundongos ndo infectados (Dia 0) foram usados como
controles. A. Niveis de mRNA do IL1A no tecido hepatico de camundongos C57BL/6 6
e 7 dias p.i. determinados por RT-PCR. B. Niveis proteicos de IL-1a no sobrenadante
do homogenato de figado de camundongos C57BL/6 também 6 e 7 dias p.i.
quantificados por ELISA. C. Niveis proteicos de IL-1a no sobrenadante do
homogenato de figado de camundongos C57BL/6, NLRP3” e CASP1” 7 dias p.i.
quantificados por ELISA. (A-C) Os dados compdem um pool de trés experimentos
independentes (n = 4-12). Diferengas significativas foram observadas entre 0os grupos
de camundongos nao-infectados e infectados com **p<0,01, ***p<0,001 e
****%n<0,0001 através do Teste de Kruskal-Wallis. D. Niveis proteicos de IL-1f no
sobrenadante do homogenato de figado de camundongos C57BL/6 6 e 7 dias p.i.
quantificados por ELISA. E. Niveis proteicos de IL-13 no sobrenadante do homogenato
de figado de camundongos C57BL/6, NLRP3" e CASP1™ 7 dias p.i. quantificados por
ELISA. Os dados compdem um pool de trés experimentos independentes (n = 4-11).
N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos de camundongos néo-
infectados e infectados através do teste de Kruskal-Wallis.

4.4 A producéo de IL-1a também ocorre em outros 6rgaos em diferentes
dias ap6s ainfeccdo com o P. chabaudi

A fim de verificar se a IL-1a era produzida exclusivamente no figado em
resposta a infeccdo com o estagio eritrocitico do P. chabaudi, os niveis da

proteina foram também quantificados no soro e nos sobrenadantes dos
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homogenatos do bago e pulméo. Os niveis de IL-1a detectados no soro foram
baixos e ndo houve um aumento significativo destes niveis em resposta a
infeccdo (Figura 4). Por outro lado, no baco, os niveis de IL-1a aumentaram
significativamente nos dias 7 e 9 p.i., retornando aos niveis basais no dia 10 p.i.
(Figura 4). Ja no pulmédo, o aumento de IL-1a parece ter uma cinética mais
tardia, com um aumento significativo detectado apenas no dia 10 p.i. (Figura
4). Os resultados demonstram que a IL-1a também é produzida no baco e

pulmao apods infeccdo com o estagio eritrocitico do P. chabaudi.

Figura 4. Producéo de IL-1a também ocorre no bago e pulmédo em resposta a
infeccéo pelo P. chabaudi
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Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 10° eritrécitos infectados
com o P. chabaudi. Camundongos ndo infectados (Dia 0) foram usados como
controles. Quantificacdo por ELISA dos niveis de IL-1a presentes no soro e no
sobrenadante dos homogenatos do bacgo e pulméao dos camundongos. Os dados estdo
expressos como média + SD (n = 3-5) de um experimento representativo de dois.
Diferencas significativas foram observadas entre o grupo controle e o grupo de
animais infectados com ***p<0,001 utilizando o teste Mann-Whitney. ND = ndao
detectavel. NC = ndo consta.

4.5 Neutrofilos sdo a maior fonte de IL-1a no figado dos camundongos
infectados com o P. chabaudi

Uma vez que foi detectado um aumento na producao de IL-1a no figado
durante a fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi, torna-se importante
elucidar qual seria a fonte desta IL-1a neste contexto. A analise do figado por
microscopia confocal revelou a presenca de leucécitos produtores de IL-1a que
se encontram em maior nimero no figado de animais infectados quando
comparado aos controles ndo infectados (Figura 5). A fim de identificar esta

populacdo leucocitaria produtora de IL-1a, os figados foram submetidos a
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analise por citometria de fluxo. A marcacao intracelular de IL-1a nas células
CD45" do figado no dia 7 p.i. confirmou um aumento significativo da populagdo
IL-1a” em comparacio aos animais nio infectados (Figura 6A). Além disso, a
maior parte da populacdo IL-1a” expressava também CD11b (Figura 6A). A
populacdo CD45"CD11b" do figado foi dividida em subpopulagdes e a andlise
da expressao de IL-1a intracelular nos mondcitos inflamatérios (Ly6C""Ly6G"),
neutréfilos (Ly6C™Ly6G") e outras células CD11b* revelou que os neutréfilos
sdo, portanto, a maior fonte de IL-1a (Figura 6B). Embora todas as
subpopulagdes de células CD11b* tenham aumentado em niimero no dia 7 p.i.,
os neutrdfilos foram as Unicas células produtoras de IL-1a em maior numero
neste dia (Figura 6B). Os presentes resultados demonstram que a IL-1a
presente no figado em resposta a infeccdo pelo estagio eritrocitico do P.

chabaudi provém majoritariamente de neutrofilos que infiltram o figado.

4.6 A deficiéncia em IL-1a resulta em maior parasitemia, mas reduz a
severidade das manifestacBes clinicas durante a malaria causada
pelo P. chabaudi

A fim de investigar o papel da IL-1a, produzida no figado e em outros
orgédos, na evolucdo da doenca apés infeccdo pelo P. chabaudi, a parasitemia,
mortalidade e manifestacbes clinicas da malaria foram acompanhadas e
comparadas entre camundongos C57BL/6 e ILIA”. Ambas as linhagens de
camundongos apresentaram parasitemia similar até o dia 7 p.i., no entanto, nos
dias 8 e 9 p.i., a parasitemia foi maior nos animais IL1A”, retornando aos niveis
dos animais C57BL/6 no dia 10 p.i. com ambos os grupos controlando a
parasitemia a partir do dia 12 p.i. (Figura 7A). Além disso, a maioria dos
animais das duas linhagens sobreviveu a infeccdo (Figura 7B). Em relacédo aos
parametros clinicos, ndo houve diferenca na concentracdo de hemoglobina no
plasma entre os animais ILLA” e C57BL/6 (Figura 7C). No entanto, a perda de
peso corpéreo e a hipotermia foram atenuadas nos camundongos IL1IA” em
comparacdo aos camundongos C57BL/6 (Figuras 7D e 7E). Estes dados
permitem concluir que a IL-1a promove a perda de peso corporeo e a
hipotermia causadas pelo P. chabaudi, sem influenciar de forma significante no

controle da parasitemia.
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Figura 5. A infeccdo pelo P. chabaudi promove aumento no nimero de células
produtoras de IL-1a no figado
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Camundongos C57BL/6 foram analisados 7 dias p.i. com o estagio eritrocitico do P.
chabaudi. Camundongos néo infectados (Day 0) foram utilizados como controle.
Analise por imunofluorescéncia de cortes de figado marcados para IL-1a (verde), F-
actina (vermelho) e nucleo (DAPI, azul) (magnificacdo de 40X, barra de escala
corresponde a 20 pum). O ndmero de células IL-1a” por campo é representado
graficamente. Os dados estdo expressos como média =+ SD (n = 3-5) de um

experimento representativo de dois. Diferengas significativas foram observadas entre o

grupo controle e o grupo de animais infectados com ***p<0,001 utilizando o teste
Mann-Whitney.
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Figura 6. Neutrofilos sédo a maior fonte de IL-1a no figado durante a fase aguda
da infecdo pelo P. chabaudi
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Camundongos C57BL/6 foram analisados 7 dias p.i. com eritrécitos infectados pelo P.
chabaudi. Camundongos néo infectados (Day 0) foram utilizados como controle. A.
Contour plots da produgdo de IL-1a por células CD45" do figado e o nimero de
células CD45"IL-1a" distribuidas pela expressdo do marcados CD11b. Os dados estdo
expressos como média £ SD (n = 3-5) de um experimento representativo de dois.
Diferencas significativas foram observadas entre os grupos de camundongos controles
e infectados com *p<0,05 através do teste Mann-Whitney. B. Contour plots das células
CD11b" analisadas pela expressdo dos marcadores Ly6C e Ly6G e estas
subpopulagbes foram posteriormente analisadas para a producdo de IL-1a. A
quantificacéo do nimero de monécitos (Ly6C""Ly6G" - azul), neutréfilos (Ly6C™Ly6G*
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- verde) e outras células CD11b" (Ly6C'Ly6G - vermelho) por figado e o nimero de
células IL-1a” dentro de cada uma das subpopulacdes também é apresentado
graficamente. C. Analise de imunofluorescéncia dos cortes de figado de camundongos
C57BL/6 7 dias p.i. marcados com IL-1a (verde), Ly6G (vermelho), CD45 (cinza) e
nacleo (DAPI, azul) (magnificacdo de 40X, barra de escala corresponde a 16 um).

Figura 7. Parasitemia e manifestacdes clinicas da doenca em camundongos
C57BL/6 e IL1IA™
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Camundongos C57BL/6 e IL1A” foram inoculados com 1 x 10° eritrécitos infectados
pelo P. chabaudi. Camundongos nao infectados (Day 0) foram utilizados como
controle. A. Curvas de parasitemia obtidas através da andlise microscépica de
esfregagos sanguineos corados com Giemsa. B. Curvas de sobrevivéncia. C.
Concentracao de hemoglobina sérica. D. Mudanc¢a no peso corporal. E. Temperatura
corporal. Os dados estdo expressos como média = SD (n = 5) de um experimento
representativo de trés. Diferencas significativas sdo observadas entre o0s grupos
C57BL/6 e ILIA” com *p<0,05 e **p<0,01 através dos testes Two-way ANOVA e
Sidak’s de mu ltiplas comparacdes.

4.7 A deficiéncia em IL-1a atenua a morte celular no figado durante a fase
aguda da infeccéo pelo P. chabaudi

Uma vez que neutrofilos produtores de IL-1a infiltravam o figado durante
a fase aguda da infeccdo, foi investigada a participacdo da IL-1a no
desenvolvimento do dano e da inflamac&o hepatica. No dia 7 p.i., as analises

histopatolégicas do figado revelaram menos lesdes necréticas nos
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camundongos IL1A” em comparacdo aos camundongos C57BL/6 (Figuras 8A
e 8B). Os scores de inflamacéo hepética e total histopatolégico também foram
menores nos animais IL1A” infectados (Figura 8B). Além disso, no dia 7 p.i.,
0s niveis de ALT, AST e LDH plasmaticos estavam reduzidos nos
camundongos IL1A” comparado aos camundongos C57BL/6 (Figura 8C).
Confirmando que o processo de morte celular encontra-se atenuado na
auséncia de IL-1a, um menor nimero de células TUNEL" foi observado 7 dias
p.i. nos cortes de figado de camundongos ILIA” do que o encontrado nos
camundongos C57BL/6 (Figuras 8D e 8E). Estes resultados mostram que a IL-
1a promove a morte celular no figado durante a fase aguda da malaria causada

pelo P. chabaudi.

4.8 A producdo de citocinas pro-inflamatérias por leucécitos do figado
induzida pelo P. chabaudi encontra-se comprometida na auséncia da
IL-1a

Evidenciando a contribuicdo da IL-1a para a inflamagédo hepatica
induzida pelo estagio eritrocitico do P. chabaudi, um menor namero de
leucdcitos foi obtido do figado processado com colagenase de camundongos
ILIA” quando comparado ao nimero de células do figado dos animais
C57BL/6 (Figura 9A). As populacdes de células CD4", CD8", NK1.1", CD11c"
e CD11b'Ly6G" encontraram-se reduzidas na auséncia de IL-1a, enquanto um
ndmero similar de células CD11b*Ly6C™"" foi observado no figado de ambos
os camundongos IL1A” e C57BL/6 infectados. O baco destes animais também
foi investigado, ja que este é um 6rgdo fundamental na resposta imune inata e
adaptativa na malaria [137, 138]. Em contraste com o observado na resposta
inflamatoria do figado, a IL-1a ndo exerceu nenhuma influéncia aparente na

populacao leucocitaria do baco (Figura 11A).

Sabe-se que citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IFN-y,
exercem papéis importantes tanto na prote¢cdo como na patogénese durante a
infeccdo pelo Plasmodium sp. [108, 139]. TNF-a e IL-6 também estdo
frequentemente associadas com o dano e inflamacao hepatica [21, 140]. Neste
sentido, foi avaliada a produgcédo de TNF-a e IFN-y por leucdcitos do figado de
camundongos C57BL/6 e ILLA™ no dia 7 p.i. através de marcacao intracelular.
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A populacdo de células CD4'IFN-y* estava significativamente reduzida no
figado dos animais IL1A” infectados quando comparados aos animais C57BL/6
infectados (Figura 10A). Em relacéo a producéo de TNF-a, a deficiéncia em IL-
1a resultou em uma reducgao tanto na frequéncia, como no numero de células
CD11c*TNF-a*, CD11b'Ly6C""TNF-a*, e CD11b*Ly6G'TNF-a* por figado
(Figura 10A). Os niveis de mRNA de TNF-a, IL-6 e IFN-y também
encontraram-se reduzidos no figado dos camundongos IL1A” infectados em
comparagdo aos C57BL/6 infectados (Figura 10B). As células T CD4"
esplénicas sédo a principal fonte de IFN-y durante a fase aguda da infecgao pelo
P. chabaudi [141] e esta resposta ndo foi afetada pela auséncia da IL-1a
(Figura 11B).

Todos estes dados demonstram que a IL-1a promove o recrutamento de
leucdcitos e a producdo de citocinas proé-inflamatérias no figado durante a
infeccdo pelo estagio eritrocitico do P. chabaudi, aparentemente sem exercer
efeitos nas populacdes esplénicas e na producéo de IFN-y pelas células T
CD4".

4.9 A IL-1a parece nao possuir papel essencial no fendmeno da protecao
areinfeccao pelo esporozoito do Plasmodium sp.

Visto que a IL-1a possui papel fundamental em eventos que ocorrem no
figado durante a infec¢cdo com a fase eritrocitica do P. chabaudi, foi investigada
se ela também exerceria algum papel na protecdo contra a reinfeccdo com o
estagio hepatico do Plasmodium sp. Para isso, camundongos C57BL/6 e
ILLAB™ foram infectados com 1 x 10° eritrécitos infectados pelo P. chabaudi e 7
dias p.i., foram reinfectados com 50.000 esporozoitos do P. berghei ANKA-
GFP, sendo sacrificados 48 horas depois (9 dias p.i. com o estagio sanguineo).
N&o foram observadas diferencas significativas na parasitemia entre as
linhagens C57BL/6 e ILIAB™ (Figura 12A). A carga parasitaria no figado dos
animais reinfectados foi menor tanto para os camundongos C57BL/6, como
para os ILLAB”, em comparacdo aos camundongos de ambas as linhagens
infectados apenas com os esporozoitos (Figura 12B). Os niveis de mRNA da
hepcidina nos camundongos reinfectados estava baixo, no entanto,

inesperadamente foram observados altos niveis de hepcidina nos
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camundongos IL1AB™ infectados apenas com esporozoitos (Figura 12C). Em
relacdo a producéo de citocinas pro-inflamatorias, os niveis de mRNA de TNF-
a e IL-6 foram maiores nos camundongos previamente infectados com o
estagio eritrocitico do que aqueles infectados apenas com 0 esporozoito
(Figura 12D). Além disso, a expressdo de mRNA de TNF-a nos camundongos
ILLAB” infectados com a fase eritrocitica do P. chabaudi estava reduzida em
relacdo aos animais C57BL/6 na mesma condicdo (Figura 12D), corroborando
0s resultados apresentados anteriormente. Analises histopatolégicas
mostraram que nao houve diferencas entre os camundongos C57BL/6 e IL1AB"
" em relacédo aos scores de inflamacéo e necrose no figado dos camundongos
previamente infectados com o estagio eritrocitico do P. chabaudi, embora estes
scores tenham sido maiores do que o0s animais infectados apenas com o0s

esporozoitos (Figura 12E).

Estes resultados permitem concluir que a auséncia das citocinas da
familia da IL-1 ndo altera o fenbmeno da protecdo contra a reinfeccdo com
esporozoitos em camundongos previamente infectados com o estagio

sanguineo do P. chabaudi.
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Figura 8. Morte celular no figado dos camundongos C57BL/6 e IL1A
infecgao pelo P. chabaudi
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Camundongos C57BL/6 e IL1A” foram analisados 7 dias p.i. com eritrécitos infectados
com o P. chabaudi. Camundongos néo infectados foram usados como grupo controle
(Day 0). A. Cortes de figado corados com H&E mostram focos necréticos (asteriscos)
e infiltrado celular. Magnificacéo original de 5X (barra de escala: 300 um) e de 20X
(barra de escala: 50 um). B. Scores histopatol6gicos semiquantitativos da inflamacao,
necrose e histopatologico total (inflamag&o + necrose). Os dados compdem um pool
de trés experimentos independentes (n= 10-11). C. Concentracdes plasmaticas de
AST, ALT e LDH. Os dados sédo um pool de trés experimentos independentes (n=3-9).
D. Ensaio de imunofluorescéncia de cortes congelados de figado com marcacao para
células TUNEL" (verde), F-actina (vermelho) e nucleo (DAPI, azul). Magnificacdo de
40X (barra de escala corresponde a 100 um). E. Quantificacdo das células TUNEL"
por campo analisado nos cortes de figado. Os dados s@o expressos como média + SD
(n=14) de um experimento representativo de trés. (B, C e E) Diferencas significativas
foram observadas entre os grupos de camundongos C57BL/6 e ILLA” com *p<0,05,
**p<0,01 e ****p < 0,0001 através do teste de Mann-Whitney.
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Figura 9. Reducdo do numero de leucécitos no figado dos camundongos
ILLA™ em comparacdo aos camundongos C57BL/6 ap0s infeccao

pelo P. chabaudi
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Camundongos C57BL/6 e ILLA™ foram analisados 7 dias p.i. com eritrécitos infectados
com o P. chabaudi. Camundongos néo infectados foram usados como grupo controle
(Day 0). Os leucadcitos do figado foram analisados por citometria de fluxo. O nimero
de leucécitos totais e de células CD4*, CD8", NK1.1*, CD11c", CD11b*-Ly6C"" e
CD11b’Ly6G" estdo representados graficamente. Os dados estdo expressos como
média + SD (n= 3-5) de um experimento representativo de trés. Diferencas
significativas foram observadas com *p<0,05, **p<0,01 e ***p < 0,001 através do teste

de Mann-Whitney.
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Figura 10. Producéo de citocinas pelos leucocitos do figado € comprometida
nos camundongos IL1A" infectados pelo P. chabaudi
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Camundongos C57BL/6 e IL1A” foram analisados 7 dias p.i. com eritrécitos infectados
com o P. chabaudi. Camundongos nao infectados foram usados como grupo controle
(Day 0). Os leucécitos do figado foram analisados por citometria de fluxo. A. Contour
plots da produgcdo de IFN-y e TNF-a por células CD4" e populagGes mieldides,
respectivamente. O  nOmero de células CD4'IFN-y", CD11c'TNF-a’,
CD11b*'Ly6C""TNF-a*, e CD11b*'Ly6G'TNF-a* por figado também estdo
apresentados. B. Expressédo relativa do mRNA de TNFA, IL6 e IFNG no tecido
hepatico determinado por RT-PCR. Os dados comp8em um pool de dois experimentos
independentes (n=3-8). Diferencgas significativas foram observadas entre os grupos de
camundongos C57BL/6 e ILIA” com *p<0,05, **p<0,01 e ***p < 0,001 através do teste
de Mann-Whitney.
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Figura 11. Populacéo de leucécitos e produgdo de IFN-y por células CD4" no
baco nos camundongos C57BL/6 e IL1A" apés infeccdo pelo P.
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Camundongos C57BL/6 e IL1A™ foram analisados 7 dias p.i. com eritrdcitos infectados
com o P. chabaudi. Camundongos néo infectados foram usados como grupo controle
(Day 0). Os leucdcitos do bago foram analisados por citometria de fluxo. A. NUmero de
leucdcitos totais e células CD4*, CD8", NK1.1", CD1ic" e CD11b* por baco. B.
Contour plots representando a producéo intracelular de IFN-y em células CD4" e a
quantificacdo do numero de células CD4'IFN-y* por baco. Os dados estdo expressos
como média + SD (n=3-5) de um experimento representativo de trés. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos de camundongos C57BL/6 e
ILLA™ através do teste Mann-Whitney.
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Figura 12. As citocinas da familia da IL-1 ndo sdo essenciais para a protecao
conferida pelas formas eritrociticas contra a reinfeccdo com
esporozoitos
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Camundongos C57BL/6 e IL1AB” foram inoculados com 1 x 10° eritrécitos infectados
pelo P. chabaudi (iRBCs) e 7 dias depois, foram reinfectados com 50.000 esporozoitos
do P. berghei ANKA-GFP (SPZ). Os animais foram sacrificados 48h depois.
Camundongos infectados apenas com esporozoitos foram usados como controle. A.
Curvas de parasitemia da infeccdo com o estagio sanguineo. B. Carga parasitaria no
figado quantificada por RT-PCR para a expressao de GFP pelos parasitas 48h apos
infeccdo com o estagio hepatico dos camundongos previamente infectados com o
estagio sanguineo (iIRBC + SPZ) ou nao (SPZ). C. Quantificacdo do mRNA da
hepcidina e D. das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 no figado dos
camundongos reinfectados ou infectados apenas com 0s esporozoitos. E. Analises
histopatologicas dos scores de inflamagédo e necrose do figado dos camundongos
reinfectados ou infectados apenas com esporozoitos. Dados representativos de um
experimento (n=5) com *p<0,05, ***p<0,001 e ****p<0,0001 através do teste de Mann-
Whitney.
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5. DISCUSSAO

O comprometimento do figado durante a malaria € um evento comum
em pacientes infectados com diferentes espécies de Plasmodium sp. [97, 142,
143]. Embora a ocorréncia de dano hepatico em modelos murinos de malaria ja
tenha sido descrito por outros [118, 130, 144], a cinética das concentracdes
plasmaticas dos indicadores de dano hepatico em camundongos infectados
com diferentes espécies de Plasmodium sp. apresentou uma possivel relacéo
entre o dano hepatico e a parasitemia dos animais. De fato, a correlacdo entre
a presenca de hemozoina no figado de animais infectados com o estagio
sanguineo de P. berghei e P. chabaudi e o dano e inflamacé&o no figado ja foi
investigada [130]. A cinética do citado estudo e dos resultados aqui
apresentados diferem, uma vez que sdo utilizados inoculos diferentes de
parasitas, ndo sendo possivel uma comparacdo entre 0s hiveis encontrados
nos respectivos dias. No entanto, apenas camundongos infectados pelo P.
chabaudi apresentaram, de fato, uma correlacdo positiva entre os niveis de
hemozoina e o dano e inflamacao hepaticos [130]. As analises histopatoldgicas
do figado de camundongos infectados pelo P. chabaudi confirmam a maior
incidéncia de necrose hepatica e inflamacdo durante a fase aguda da doenca,
principalmente no pico de parasitemia. O acumulo de eritrécitos parasitados
pelo P. chabaudi preferencialmente no figado durante o pico da parasitemia
[129] corrobora com a correlacdo entre a presenca de hemozoina e dano
hepatico, explicando os resultados obtidos. Embora muitos estudos utilizem
in6culos diferentes de eritrocitos infectados pelo P. chabaudi, a relacdo entre
alta parasitemia e dano hepatico esta presente em todos [118, 128, 129, 131],
evidenciando que o dano e a inflamacdo ocorrem no figado durante a malaria
desenvolvida por camundongos durante a fase eritrocitica do ciclo de vida do

Plasmodium sp.

Os mecanismos pelos quais este dano hepatico ocorre, no entanto,
permanecem com alguns aspectos a serem esclarecidos. Embora se saiba que
o0 stress oxidativo esteja envolvido [131], o papel das citocinas da familia da IL-
1 nunca havia sido investigado. Uma vez que os maiores scores de necrose e
inflamacé&o foram encontrados nos dias proximos ao pico de parasitemia, foi

realizada a quantificacéo dos niveis de mRNA e de proteina da IL-1a no figado,
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e os altos niveis encontrados confirmaram a hip6tese de que esta citocina
estaria sendo produzida neste contexto. Em relagédo a IL-1[, outra importante
citocina da familia da IL-1, os niveis basais no figado foram mantidos ao longo
da infeccdo. A ndo dependéncia do inflamassoma NLRP3 na producéo de IL-
1a foi verificada a partir da manutencdo dos niveis encontrados nos
camundongos C57BL/6 em animais deficientes para os componentes NLRP3 e
Caspase-1. Além disso, como esperado, também nado houve alteracdo dos
niveis de IL-1p no figado destes animais em comparagdo com 0S
camundongos C57BL/6. O inflamassoma NLRP3 parece, portanto, nao
participar da producéo das citocinas da familia da IL-1 no contexto da infeccéo
pelo P. chabaudi. Isto € corroborado pelo estudo que verifica que a producdo
de IL-1B dependente do inflamassoma NLRP3 s6 ocorre em animais infectados
pelo P. chabaudi ap6s desafio com LPS [145]. Em camundongos infectados
pelo P. berghei que desenvolvem lesdes renais também ocorre um aumento
nos niveis de IL-1a no rim [75]. A fim de determinar se havia producdo desta
citocina em outros orgaos, a quantificacao foi realizada também no soro, baco
e pulmdo dos camundongos C57BL/6 infectados com o P. chabaudi.
Constatou-se que o0s niveis encontrados no soro eram muito baixos, chegando
a ser indetectaveis nos dias 9 e 10 p.i. JA no baco, foram encontrados altos
niveis de IL-1a no dia 7 p.i., semelhante ao figado, enquanto que no pulmao,
0s maiores niveis foram observados apds 10 dias de infeccdo. O acumulo de
eritrocitos infectados pelo P. chabaudi e a consequente inflamacdo associada
ocorre primeiramente no baco e figado e apenas mais tardiamente no pulméo
[129], o que poderia explicar a diferenca de cinética de producéo da IL-1a entre

estes Orgaos.

O aumento na producao de IL-1a ja foi descrito em diversos modelos
experimentais de lesdo hepatica [19, 146, 147]. Durante o dano hepatico
induzido pela maléaria experimental causada pelo P. chabaudi pode-se verificar
um aumento no numero de células produtoras de IL-1a no figado. Sabe-se que
hepatdécitos e células de Kupffer sdo capazes de produzir IL-1a no figado [19,
21, 22, 62], porém, no modelo de infeccdo pelo P. chabaudi, os neutréfilos
infiltrantes sdo a maior fonte de IL-1a. Tanto por imunofluorescéncia, como por

citometria de fluxo, a IL-1a foi localizada em neutréfilos e ndo em outras
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populac6es celulares presentes no figado. A producdo e estocagem de altos
niveis de IL-1a em neutrofilos € conhecida [148]. A forma a qual a IL-1a esta
expressa nos neutréfilos no contexto da malaria néo foi investigada, embora
haja um trabalho que apresente a forma precursora ndo clivada como a mais
abundante nos neutrofilos [25]. Sabe-se que a infiltracdo e ativacdo de
neutrofilos estdo associadas com complicagcdes no figado, pulméo e cérebro
durante a malaria [133, 149-151]. O acumulo de eritrécitos infectados pelo P.
chabaudi na vasculatura do figado [152] pode levar a uma ativacdo imune e
consequente recrutamento dos neutrofilos produtores de IL-1a. No entanto,
sabe-se também que ocorre um recrutamento precoce de neutrofilos
produtores de IL-1a para o tecido subcutadneo apés a injecdo de sobrenadante
de células em hipoxia [25]. Uma vez que a hipdxia também é um fendmeno que
ocorre durante a maléria [123, 131], este pode ser um importante fator atrativo
para os neutrofilos produtores de IL-1a infiltrarem o figado. Embora tenha sido
mostrado que a infiltracdo neutrofilica possa estar diretamente relacionada com
o dano hepético apés a infeccdo pelo P. chabaudi [133], os mecanismos pelos

quais isto ocorre n&o foram investigados.

A fim de avaliar se a IL-1a produzida pelos neutréfilos exerce algum
papel na imunopatogénese da malaria, passou-se a utilizar camundongos
deficientes para a IL-1a. A avaliagdo dos parametros clinicos dos animais
infectados mostrou que a IL-1a promove a perda de peso e a hipotermia, mas
ndo exerce um grande papel no controle da parasitemia. Estes achados
evidenciam o efeito da IL-1a como um pirébgeno enddégeno na malaria,
enquanto a perda de peso pode estar relacionada a capacidade desta citocina
em induzir a producdo de TNF-a e IL-6, as quais estdo relacionadas com a
inducdo da caquexia [153]. A falta de controle transitoria da parasitemia poderia
ser explicada pela reducéo da producéo de IFN-y, citocina importante para este
controle durante a malaria [108], encontrada no figado. No entanto, como esta
reducdo néo foi vista no baco, os niveis sistémicos de IFN-y podem ter sido
suficientes para o posterior controle da parasitemia. Estudos anteriores
associam a IL-1a a patogénese da faléncia hepatica fulminante e ao dano
hepatico induzido por stress do reticulo endoplasmatico [19, 62, 63] e pela

primeira vez € mostrado o papel da IL-1a no dano hepatico causado pela
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malaria. Além de promover as lesdes necroticas, a IL-1a aumenta o infiltrado
celular no figado durante a infeccao pelo P. chabaudi, o que corrobora com o
bem estabelecido papel desta citocina na promocéao da inflamacéo ao induzir o
recrutamento de populacdes celulares mieloides e linfoides [21, 34, 50, 68]. O
recrutamento dos neutroéfilos produtores de IL-1a no figado dos camundongos
infectados amplifica a resposta inflamatoria através da sinaliza¢éo do IL-1R de
forma autdcrina ou paracrina [63, 64], induzindo a secrecédo local de citocinas
pro-inflamatédrias. De fato, a baixa producdo de IFN-y por células T CD4" do
figado em camundongos IL1A” infectados pode estar relacionada a
capacidade da IL-1a de promover a ativagdo de linfocitos T, como descrito
durante a injuria hepatica induzida por tetracloreto de carbono [65]. Além disso,
a sinalizacdo de IL-1a culmina na ativagao via MyD88 do NF-kB [11, 15],
justificando a reduzida producédo de TNF-a por neutréfilos, mondcitos e células
dendriticas e os menores niveis de mRNA da IL-6 no figado dos camundongos
ILLA”. A influéncia da IL-1a na producdo de TNF-a vem sendo mostrada em
varios modelos, evidenciando a relacdo entre estas duas citocinas e

corroborando o resultado aqui apresentado [35, 70].

A producdo de TNF-a no figado durante a malaria, a qual é
potencializada pela IL-1a de acordo com os resultados aqui apresentados,
pode estar diretamente envolvida na morte dos hepatécitos e no
desenvolvimento das lesGes necréticas. Foi demonstrado que o grupamento
heme livre sensibiliza hepatécitos para seguir a via da apoptose mediada por
TNF-a durante a infecgcdo pelo P. chabaudi, processo que € inibido pela
superexpressdo da HO-1 [131]. Além disso, a sinalizacdo via IL-1R em
hepatdcitos também promove a morte celular induzida por TNF-a e o
recrutamento de neutréfilos durante a inflamacéo hepatica [64]. Desse modo,
os baixos niveis de producdo de TNF-a no figado de camundongos IL1A™
infectados podem atenuar a apoptose de hepatocitos, reduzindo o
desenvolvimento da necrose secundaria. De fato, os resultados apresentados
em relagdo ao ensaio de TUNEL sugerem que 0s hepatdcitos morrem por
processo de apoptose durante a malaria aguda e que este processo €
amplificado pela IL-1a. IL-22 e IL-12 sdo outras citocinas que tém sido

associadas com a protecdo e inducdo, respectivamente, do dano hepético
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durante a maléria experimental [126, 132], assim como a molécula adaptadora
MyD88, a qual é compartilhada entre as vias do TLR e do IL-1R [126]. A IL-1a
produzida pelos neutrofilos no figado exerce, portanto, papel fundamental na
imunopatogénese do dano hepatico induzido pela infeccdo com o estagio
eritrocitico do P. chabaudi. A atuacdo na inducdo do recrutamento de mais
leucécitos para o figado, incluindo os proprios neutrofilos, e na ativacao celular
para producdo de citocinas pro-inflamatodrias, inclusive TNF-a, fundamental
para o processo de morte celular, faz com que esta seja uma citocina central

no processo de inflamacgéo hepatica.

Uma vez que a IL-1a possui um papel tdo importante em eventos que
ocorrem no figado durante a fase eritrocitica da infeccdo pelo P. chabaudi e
sabendo que a reinfeccdo pelo estagio hepatico do Plasmodium sp. é inibido
pela presenca da infeccao eritrocitica, foi questionado se a IL-1a também teria
alguma participacdo neste processo. A utilizacdo do camundongo IL1AB™
permitiu avaliar a participacdo de ambas as citocinas da familia da IL-1 neste
processo, embora ja tenha sido mostrado que a IL-1B ndo é produzida em
niveis significativos no figado dos animais infectados com o P. chabaudi. A
manutencdo da carga parasitaria baixa nos camundongos ILLAB” demonstra
que as citocinas da familia da IL-1 ndo sdo essenciais para a protecdo contra a
reinfeccdo com esporozoitos. Os altos niveis de hepcidina encontrados nos
camundongos IL1AB” infectados apenas com esporozoitos foram inesperados
tanto pelo fato de este horménio estar relacionado com a inibicdo do
desenvolvimento dos esporozoitos no figado [82], como pelo fato de que a IL-1
ja foi demonstrada como um fator estimulador da expresséo da hepcidina [154].
Os menores niveis de TNF-a encontrados nos camundongos IL1AB™
infectados com o estagio sanguineo do P. chabaudi comparados aos animais
C57BL/6 confirmam o papel da IL-1 na produgcdo de TNF-a. No entanto, ndo
foram observadas diferencas entre as duas linhagens de camundongos
infectadas com o P. chabaudi em relacdo a producédo de IL-6 e aos scores de
inflamacgéo e necrose. Embora ja tenha sido descrito que os animais deficientes
para MyD88 também nao foram capazes de reverter a protecao [82], o efeito do
dano hepatico ndo havia sido investigado. A necrose apresentou um score

abaixo do descrito anteriormente para o modelo de infeccéo pelo P. chabaudi,
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0 gue evidencia que a ocorréncia de necrose nao é fator determinante para a
protecdo contra a reinfec¢do. Além disso, as diferencas quanto a producao de
IL-6 e inflamac&o podem ser explicadas pela linhagem de camundongo néo ser
a mesma utilizada nos experimentos anteriores e o dia analisado (9 dias p.i.)
também n&o ser o mesmo. Por conta do resultado claro quanto a protecéo a
reinfeccao, repeticdes e a utilizacdo de camundongos apenas deficientes para
IL-1a n&o tiveram continuidade. Apesar, portanto, do importante papel na
imunopatogénese do figado durante a infeccdo com a fase eritrocitica do P.
chabaudi, a delecdo apenas das citocinas da familia da IL-1 n&o foi capaz de
reverter a protecao contra a reinfecgdo, indicando que estas citocinas sozinhas

nao sdo fundamentais para este processo.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, o presente trabalho mostra que a infecgdo com o estagio
eritrocitico do P. chabaudi induz o recrutamento de neutroéfilos produtores de IL-
1a para o figado, além de promover a producéo de IL-1a em outros érgdos. A
IL-1a liberada localmente no figado promove a resposta inflamatoria,
recrutando diversas populacfes leucocitarias e induzindo a producdo de
citocinas pro-inflamatorias, em particular TNF-a, a qual tem sido diretamente
associada com a apoptose de hepatocitos e, consequentemente, a hecrose no
tecido hepatico. Além disso, a IL-1a contribui para as manifestagdes clinicas da
malaria aguda, como as mudancas de temperatura e peso corporais. No
entanto, a IL-1a n&do € essencial para a protecdo contra a reinfeccdo por
esporozoitos que ocorre quando ha uma infeccdo eritrocitica pré-existente.
Este estudo ajuda a entender a patofisiologia da doenca hepatica durante a

malaria, abrindo futuras perspectivas para novas abordagens terapéuticas.
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Abstract

A complete understanding of the mechanisms underlying the acquisition of protective immu-
nity is crucial to improve vaccine strategies to eradicate malaria. However, it is still unclear
whether recognition of damage signals influences the immune response to Plasmodium
infection. Adenosine triphosphate (ATP) accumulates in infected erythrocytes and is
released into the extracellular milieu through ion channels in the erythrocyte membrane or
upon erythrocyte rupture. The P2X7 receptor senses extracellular ATP and induces CD4 T
cell activation and death. Here we show that P2X7 receptor promotes T helper 1 (Th1) cell
differentiation to the detriment of follicular T helper (Tth) cells during blood-stage Plasmo-
dium chabaudi malaria. The P2X7 receptor was activated in CD4 T cells following the rup-
ture of infected erythrocytes and these cells became highly responsive to ATP during acute
infection. Moreover, mice lacking the P2X7 receptor had increased susceptibility to infec-
tion, which correlated with impaired Th1 cell differentiation. Accordingly, IL-2 and IFNy
secretion, as well as T-bet expression, critically depended on P2X7 signaling in CD4 T cells.
Additionally, P2X7 receptor controlled the splenic Tth cell population in infected mice by pro-
moting apoptotic-like cell death. Finally, the P2X7 receptor was required to generate a bal-
anced Th1/Tth cell population with an improved ability to transfer parasite protection to
CD4-deficient mice. This study provides a new insight into malaria immunology by showing
the importance of P2X7 receptor in controlling the fine-tuning between Th1 and Tth cell dif-
ferentiation during P. chabaudiinfection and thus in disease outcome.
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Abstract

Dendritic cells (DCs) are phagocytes that are highly specialized for antigen presentation.
Heterogeneous populations of macrophages and DCs form a phagocyte network inside the
red pulp (RP) of the spleen, which is a major site for the control of blood-borne infections
such as malaria. However, the dynamics of splenic DCs during Plasmodium infections are
poorly understood, limiting our knowledge regarding their protective role in malaria. Here,
we used in vivo experimental approaches that enabled us to deplete or visualize DCs in
order to clarify these issues. To elucidate the roles of DCs and marginal zone macrophages
in the protection against blood-stage malaria, we infected DTx (diphtheria toxin)-treated
C57BL/6.CD11¢c-DTR mice, as well as C57BL/6 mice treated with low doses of clodronate
liposomes (CILip), with Plasmodium chabaudi AS (Pc) parasites. The first evidence sug-
gesting that DCs could contribute directly to parasite clearance was an early effect of the
DTx treatment, but not of the ClLip treatment, in parasitemia control. DCs were also required
for CD4+ T cell responses during infection. The phagocytosis of infected red blood cells
(iRBCs) by splenic DCs was analyzed by confocal intravital microscopy, as well as by flow
cytometry and immunofluorescence, at three distinct phases of Pc malaria: at the first en-
counter, at pre-crisis concomitant with parasitemia growth and at crisis when the parasite-
mia decline coincides with spleen closure. In vivo and ex vivo imaging of the spleen
revealed that DCs actively phagocytize iRBCs and interact with CD4+ T cells both in T cell-
rich areas and in the RP. Subcapsular RP DCs were highly efficient in the recognition and
capture of iRBCs during pre-crisis, while complete DC maturation was only achieved during
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