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RESUMO

A malaria na gestagao € um grave problema de saude publica. Cada ano se registram
milhares de casos de neonatos com baixo peso ao nascer devido a infeccdo materna
por espécies de Plasmodium. Além disso, a infeccdo é capaz de induzir outras
complicagbes como anemia, morte materna, aborto e parto prematuro. A heme
oxigenase 1 (HO-1) é uma enzima que catalisa a degradagao do heme em biliverdina,
ferro e monoxido de carbono e cuja atividade tem mostrado ser protetora em diversos
contextos, incluindo a gestacdo, embora sua indugcdo também tem sido relacionada
com efeitos prejudiciais. Porém, o efeito da modulagdo da HO-1 na malaria
gestacional ndo tinha sido descrito previamente. Por este motivo, na presente
pesquisa foi avaliado o papel da HO-1 na infec¢ao por Plasmodium berghei ANKA no
inicio, metade e final da gestagdo em camundongos BALB/c. Para tal fim, foram
avaliados os niveis de expressao de mRNA da enzima na interface materno-fetal apos
a infecgao e o efeito do tratamento com um indutor (CoPPI1X) ou um inibidor (ZnPPIX)
da atividade da enzima em camundongos gestantes infectados. Os resultados
mostraram que a infec¢do induz anemia, hipoglicemia, elevagao nos niveis de heme,
perda embrionaria e diminuigdo do peso fetal. A expressdo de mRNA de HO-1 em
utero/placenta se elevou no inicio e no final da gestacao, em relagao aos controles
nao infectados desses periodos gestacionais. Também foi observado um aumento na
deposigao de ferro em sitios de implantagéo de 8 dias de gestacéo apds a infecgao.
A inibicado da HO-1 levou a uma melhora nos resultados adversos provocados pela
infeccao durante a gestacao, principalmente no inicio da gestagao, no qual houve uma
reducao no parasitismo, deposicao de ferro, estresse oxidativo e niveis locais de TNF,
assim como um aumento no numero de células NK uterinas e nos niveis de
hemoglobina e glicose no sangue materno. Apesar de ndo haver indugcéo de HO-1 na
metade da gestagao em resposta a infecgao, o tratamento com ZnPPIX diminui a taxa
de sitios de implantacdo anormais e 0s niveis de parasitemia, assim como também
aumentou os niveis de hemoglobina em relagdo a fémeas infectadas tratadas com
veiculo. No final da gestacao, os efeitos benéficos da inibicdo da HO-1 estiveram
restritos a maior peso fetal, enquanto que a indugcaéo de HO-1 levou a diminui¢gdo nos
niveis placentarios de IFN-y. Os efeitos protetores do tratamento com o inibidor da
HO-1 se reduziram a medida que a gestagédo avangou. Em concluséo, a expressao de

HO-1 parece contribuir com os resultados adversos provocados pela infecgao durante



a gestacdo e sua modulagdo parece ser necessaria para garantir 0 sucesso

gestacional especialmente no inicio da gestagao.

Palavras-chave: Heme oxigenase 1, malaria na gestacgao, células NK uterinas, ferro,
citocinas, CoPPIX, ZnPPIX.



ABSTRACT

Malaria in pregnancy is a serious public health problem. Thousands of cases of
newborns with low birth weight due to maternal infection by Plasmodium species are
registered each year. Furthermore, the infection is capable of inducing other
complications such as anemia, maternal death, abortion and premature birth. Heme
oxygenase 1 (HO-1) is an enzyme that catalyzes the degradation of heme into
biliverdin, iron and carbon monoxide and whose activity has been shown to be
protective in several contexts, including pregnancy, although its induction has also
been related to be harmful. However, the effect of HO-1 modulation on gestational
malaria had not been previously described. For this reason, the role of HO-1 in
Plasmodium berghei ANKA infection in early, mid and late gestation in BALB/c mice
was evaluated in the present study. For this purpose, the mRNA expression levels of
the enzyme at the maternal-fetal interface after infection and the effect of treatment of
infected pregnant mice with an inducer (CoPPIX) or an inhibitor (ZnPPIX) of the
enzyme's activity were evaluated. The results showed that the infection induces
anemia, hypoglycemia, elevated heme levels, embryonic loss and decreased fetal
weight. The expression of HO-1 mRNA in uterus/placenta increased in early and late
gestation compared to uninfected controls in these gestational periods. An increase in
iron deposition at implantation sites of the females on day 8 of gestation and 7 of
infection was also observed. Inhibition of HO-1 led to an improvement in adverse
pregnancy outcomes caused by the infection, especially in early pregnancy, in which
there was a reduction in parasitism, iron deposition, oxidative stress and local levels of
TNF, as well as an increase in the number of uterine NK cells, maternal hemoglobin
and blood glucose levels. Although there is no induction of HO-1 in mid-pregnancy in
response to infection, treatment with ZnPPIX decreases the rate of abnormal
implantation sites and parasitemia levels, as well as increasing hemoglobin levels
compared to infected females treated with vehicle. In late gestation, the beneficial
effects of HO-1 inhibition were restricted to higher fetal weight, whereas HO-1 induction
led to a decrease in placental IFN-y levels. The protective effects of HO-1 inhibitor
treatment diminished as pregnancy progressed. In conclusion, the expression of HO-
1 seems to contribute to the adverse outcomes caused by infection during pregnancy
and its modulation seems to be necessary to guarantee gestational success, especially

in early pregnancy.



Keywords: Heme oxygenase 1, malaria in pregnancy, uterine NK cells, iron,
cytokines, CoPPIX, ZnPPIX.
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1. INTRODUGAO

1.1. Desenvolvimento embrionario e fetal

O utero dos camundongos pode ser dividido desde o ponto de vista anatémico
em duas regides opostas entre si: mesometrial e antimesometrial. O mesométrio é o
ligamento que prende os cornos uterinos a parede da cavidade abdominal, fornecendo
ao mesmo tempo um canal pelo qual vasos sanguineos e nervos alcangam o utero,
marcando assim a regido mesometrial (FAVARO; ABRAHAMSOHN; ZORN, 2014).

A implantagcdo embrionaria € o processo através do qual o concepto entra em
contato com o epitélio luminal do endométrio, sendo internalizado no estroma do
tecido conjuntivo endometrial e estabelecendo contato com a circulagdo materna
(BEGLEY; FIRTH; HOULT, 1980). Enquanto a implantagdo embrionaria no humano
ocorre por volta do 6° dia apdés a fertilizagdo, a implantacdo embrionaria em
camundongos ocorre entre 0 4° e o 5° dia apds a fertilizagdo. Os embrides murinos se
implantam no utero, onde induzem a decidualizagdo (BARATEIRO et al., 2019). Ainda
na gestagdo murina a implantagéo € necessaria para o inicio da decidualizagdo, em
humanos este processo acontece em cada ciclo menstrual independentemente de
ocorrer a implantacdo embrionaria (MOFFETT-KING, 2002).

A decidualizagao envolve a proliferacao e diferenciacao do tecido estromal
uterino ao redor do blastocisto para formar a decidua, a qual representara o
componente materno da placenta madura. Este processo compreende a modificagao
do padrao morfolégico, metabdlico, secretério e molecular do sitio de implantacao.
Desta maneira, as células deciduais sao capazes de produzir citocinas, fatores de
crescimento e mediadores lipidicos especificos da gestagdo. Ao mesmo tempo, uma
variedade de células imunes se instala na decidua e promovem a manutencao da
gestacdao (ADAMSON et al., 2002; BEVILACQUA; LORENZON; BANDEIRA, 2014).

Em camundongos, a decidualizacdo se inicia com a geragao da zona decidual
primaria (PDZ, primary decidual zone). Isso € seguido pela diferenciagdo da zona
decidual secundaria (SDZ, secondary decidual zone) ao redor da PDZ, comegando de
maneira antimesometrial e se estendendo lateralmente e depois em sentido
mesometrial, dando origem a decidua basal. Desde o 5° ao 8° dia de gestacao, a
maioria do tecido no sitio de implantagdo do camundongo € formado pela decidua. A
decidua antimesometrial comega a regredir por volta do 9° dia de gestacdo e

eventualmente se torna uma camada fina conhecida como decidua capsularis,
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enquanto que a decidua localizada no lado mesometrial ou decidua basal, persiste
até o final da gestacdo (PANG et al., 2014; ZHOU et al.,, 2017). A decidua
antimesometrial auxilia o desenvolvimento do concepto no primeiro estagio da
gestacédo por meio da placenta coriovitelina, enquanto que a decidua mesometrial
contribui com a posterior formagdo da placenta corioalantdidea. A placenta
coriovitelina, ou placenta primitiva, estda composta por uma rede de células
trofoblasticas gigantes, o saco vitelino, células da decidua antimesometrial e vasos
sanguineos da decidua mesometrial, sendo a principal fonte de nutrigdo para o
embrido até a formagao da placenta corioalantéidea ou definitiva que sera descrita
mais adiante (FAVARO; ABRAHAMSOHN; ZORN, 2014).

Simultaneamente com a decidualizacio, outras mudancas estruturais ocorrem
no miométrio e na mucosa uterina dos murinos. A mais perceptivel delas é o
desenvolvimento do agregado linfoide mesometrial da gestagao (MLAp, mesometrial
lymphoid aggregate of pregnancy) e o aumento da proeminéncia dos vasos
sanguineos. O MLAp é uma estrutura localizada no lado mesometrial do miométrio a
partir do 9° dia de gestagdo. Esta area, que era previamente conhecida como
“glandula metrial”’, é reconhecida histologicamente por se desenvolver em cada sitio
de implantagado no ponto de contato entre a capsula decidual e a parede uterina e por
conter um grande numero de células imunes, principalmente células NK uterinas
(uNK) (PANG et al., 2014).

No dia 6,5 da gestagdo murina ocorre o processo de gastrulacdo, no qual o
concepto se diferencia nos trés folhetos embrionarios: ectoderma, mesoderma e
endoderma. Ao mesmo tempo, amnio, coérion e alantoides sao formados. A
placentagéo se inicia depois de que o alantoide fetal (o tecido progenitor do cordao
umbilical) se fusiona com o corion no 8,5 dia de gestacdo (HEMBERGER; HANNA,;
DEAN, 2020). O cdrion é de dupla camada e consiste nos tecidos mesoderma e
ectoderma extraembrionario. Esta ultima camada surge do trofoectoderma do
blastocisto e da origem as células trofoblasticas da placenta. Apos a fuséao,
prolongagdes do alantoide que contém novos vasos sanguineos embrionarios
crescem dentro do primérdio da placenta, conhecido como cone ectoplacentario. A
circulacao placentaria comecga entre 0 9° e 10° e é seguida por um aumento no peso
e volume da placenta, que se estima que continue até o 17° dia de gestagao, enquanto
que o crescimento exponencial do feto ocorre entre a metade e o final da gestagao,

sendo que o parto em camundongos ocorre ao redor do 20° dia de gestacao (Fig. 1).
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Sendo assim, a razao entre o peso fetal e o0 peso da placenta se torna cada vez maior

nos estagios mais avangados da gestacdo em camundongos (PANG et al., 2014).

Humano 1° trimestre 2° trimestre 3° trimestre
Fertilizagao Placenta formada Parto
¢ Decidualizacao ¢ ¢
Camundongo dG 0,5 35 445 75 10,5 20,5
Implantagao

Decidua
ectoplacentarlo

Embrido @
Miometrio

8dG 12dG 19dG

Figura 1. Comparacao temporal dos principais eventos que ocorrem na gestagcdo em humanos

e camundongos. A gestacdo humana dura 9 meses enquanto que a gestagdo em camundongos
requer por volta de 20 dias. Apos a fertilizagdo, uma série de eventos, dentre eles a implantagéao
embrionaria e a decidualizagdo, medeiam a transformacéo da placenta coriovitelina para a placenta
corioalantéidea definitiva ao redor do 11° dia de gestagédo. Enquanto a placentagdo em camundongos
finaliza na metade do tempo gestacional, em humanos este processo finaliza no final do primeiro
trimestre. Na presente investigacdo foram escolhidos o 8°, 12° e 19° dia de gestagdo como pontos de
tempo para avaliar o inicio, metade e final da gestacdo, respectivamente. dG: dias de gestagéo, Jz:

zona juncional, Lab: labirinto. Figura adaptada a partir do esquema de Sones e Davisson (2016).

A placenta dos camundongos apresenta uma estrutura de labirinto perfundida
com sangue materno e atinge uma estrutura definitiva na metade da gestacéao, por
volta do dia gestacional 10,5. Esta estrutura consiste de trés camadas principais: a
decidua basal, que além de conter as células deciduais abriga células imunes
maternas, trofoblasto invasivo e artérias espiraladas, que sao parcialmente invadidas
por citotrofoblasto; uma camada chamada zona juncional formada por uma camada
de células trofoblasticas gigantes em direto contato com a decidua materna e uma
regiao celular densa subjacente que compreende as células do espongiotrofoblasto e
as células trofoblasticas de glicogénio; e uma camada de labirinto, onde ocorre a
transferéncia de nutrientes e gases entre os espacos sanguineos materno e fetal
(ADAMSON et al., 2002; MALASSINE; FRENDO; EVAIN-BRION, 2003).



19

1.2. Estrutura da placenta murina definitiva: tipos de trofoblasto que a compdem

A placenta é um o6rgao vital que age como interface entre os microambientes
materno e fetal, sendo necessaria para a troca de gases, nutrientes e residuos entre
a mae e o feto. As células trofoblasticas constituem a linhagem celular mais importante
na placenta, uma vez que essas fornecem os principais componentes funcionais e
estruturais necessarios para manter o contato préximo entre o sangue materno e fetal
(ROSSANT; CROSS , 2001).

As placentas de humano e camundongo sao semelhantes por apresentar forma
de disco e estrutura hemocorial. Porém, ao passo que a placenta humana é
classificada como hemomonocorial, pois as células endoteliais fetais sdo separadas
do sangue materno por apenas uma camada continua de trofoblasto, a placenta
murina € classificada como hemotricorial, considerando o numero de camadas de
trofoblasto que separam a circulagdo materna e fetal na regido do labirinto
(SIMMONS, 2014; BARATEIRO et al., 2019). Ambas, a placenta humana e a murina,
apresentam duas superficies: a placa basal, contigua ao endométrio materno; e a
placa coridnica, voltada para o feto, coberta pelas membranas fetais amnio e cérion e
na qual se encontra ligado o cordao umbilical (FURUYA et al., 2008; BURTON;
FOWDEN, 2015). Enquanto a estrutura da placenta humana esta baseada em
vilosidades coribnicas fetais em contato direto com o sangue materno nos espacgos
intervilosos (BURTON; FOWDEN, 2015), nas placentas murinas 0s espagos
sanguineos maternos estdao separados dos capilares fetais por uma barreira celular,
conhecida como membrana interhemal. Esta barreira é formada por uma camada
perfurada de citotrofoblasto constituido por células trofoblasticas gigantes sinusoidais
(s-TGCs) que se encontram em contato com o sangue materno, duas camadas de
sinciciotrofoblasto (SynT-I e SynT-Il) e por células endoteliais em contato com o
sangue fetal. Além disso, ao longo do labirinto se encontram pericitos associados as
células endoteliais fetais (MALASSINE; FRENDO; EVAIN-BRION, 2003; SIMMONS,
2014). A estrutura da placenta murina, os diferentes tipos de trofoblasto que a

constituem bem como a circulagao materno-fetal sdo esquematizados na figura 2.
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Zona juncional —

GlyT espiraladas
Camada de intersticiais /|
espongiotrofoblastos
Camada de células - CIYT :
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Decidua
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Figura 2. Estrutura da placenta e esquema da rede vascular na placenta murina definitiva. (A)
Disposicao das camadas placentarias (decidua, zona juncional e labirinto) bem como as populag¢des
de trofoblasto que as compéem. Uma amplificagcdo da membrana interhemal é apresentada mostrando
as células que formam a barreira placentaria na camada de labirinto. GlyT: células de glicogénio; SpT:
espongiotrofoblasto; SpA-TGC: células trofoblasticas gigantes associadas a artérias espiraladas; c-
TGC: células trofoblasticas gigantes associadas ao canal central; s-TGC: células trofoblasticas gigantes
sinusoidais; SynT I: sinciciotrofoblasto 1; SynT II: sinciciotrofoblasto 2. (B) Circulagdo materno-fetal na
placenta murina. O sangue oxigenado materno ingressa na placenta através das artérias espiraladas
que convergem no canal central para levar a sangue para a placa coridnica e depois se dividir em redes
de sinuséides maternos que extraem o sangue desoxigenado através de veias que se dirigem ao
mesomeétrio. O sangue fetal desoxigenado entra na placenta pela artéria umbilical que se insere na
placa coribnica, entrando numa rede capilar restrita a camada de labirinto e que leva o sangue
oxigenado para o feto através das veias umbilicais. Esquema de (SIMMONS, 2014), com algumas

modificagdes.
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Outros tipos de trofoblasto que formam parte da placenta sao aqueles que
formam a zona juncional, cuja principal fungao parece ser a produgao de horménios
necessarios para a manutengédo da gestagcdo, bem como fornecer suporte fisico a
regiao de labirinto subjacente (AKISON et al., 2017). Esta regido é composta por duas
camadas: uma de espongiotrofoblasto e outra de células trofoblasticas gigantes
parietais (p-TGCs). A camada do espongiotrofoblasto contém dois tipos celulares,
espongiotrofoblasto (SpT) e células de glicogénio (GlyT). Ademais, outro tipo de
células trofoblasticas gigantes (c-TGCs) cercam os canais vasculares centrais que
passam através da placenta em direcdo a placa coriénica (MALASSINE; FRENDO;
EVAIN-BRION, 2003; SIMMONS, 2014).

Dependendo do tempo de gestagéo, apos a placentagdo também €& possivel
encontrar alguns tipos de trofoblasto que apresentam propriedades invasivas e
atingem a decidua, como as células trofoblasticas gigantes associadas as artérias
espiraladas (equivalentes ao trofoblasto extraviloso humano) e as células de
glicogénio intersticiais (SIMMONS, 2014). Na decidua, as células de glicogénio
liberam seu conteudo intracelular, que inclui glicogénio e horménios, que parece ser
usado como fonte de energia e regulagao hormonal no final da gestagcao e/ou o parto
(BOUILLOT et al., 2006; AKISON et al., 2017). Em vista das importantes fung¢des de
cada camada placentaria, tais como remodelamento arterial e defesa imunoldgica na
decidua, suporte hormonal na zona juncional e troca de nutrientes no labirinto, tem
sido sugerido que inadequadas propor¢gées das camadas placentarias e escassa
migracao trofoblastica podem levar a restricado do crescimento intrauterino ou inclusive
a perda embrionaria (WOODS; PEREZ-GARCIA; HEMBERGER, 2018).

1.3. Imunidade e tolerancia durante a gestagao

A gestacao requer uma estrita regulacao do perfil de resposta imune materno
que promova o0s eventos necessarios para a implantagao e manutencao da gestagao,
e que permita a tolerancia dos antigenos paternos presentes no concepto. Cada uma
das etapas chave na gestagao tais como implantacgéao, placentagao, crescimento fetal
e o0 parto requerem um microambiente Unico e representam desafios imunoldgicos
diferentes (MOR; ALDO; ALVERO , 2017).

Como foi revisado e sugerido por Mor et al. (2011, 2017) a implantagao
embrionaria e o inicio da placentagcao se assemelham a processos de dano tecidual e

posterior reparo, sendo requerido um ambiente pro-inflamatério nestas etapas
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caracterizado pela produgao de citocinas tais como interleucina (IL)-6, IL-8, IL-15, fator
estimulante de colénia de granuldcitos e mondcitos (GM-CSF) e fator de necrose
tumoral (TNF) pelas células estromais endometriais e por células imunes infiltrantes.
Na segunda fase da gestagéo a caracteristica imunolégica predominante é a indugao
de um estado anti-inflamatério o qual permite o rapido crescimento do feto e, na ultima
fase imunolégica, quando o feto tem completado seu desenvolvimento, é necessaria
a inducao de um estado pro-inflamatério para realizar o parto. Entéo, a resposta imune
predominante na mae ira depender do periodo da gestagdo e do balango de sinais
originados pelos sistemas imunes materno e fetal, influenciando a susceptibilidade a
infeccbes durante a gestacao (MOR et al., 2011; MOR; ALDO; ALVERO , 2017).

A tolerancia imunologica aos antigenos fetais € mediada pela restricdo e
modulagao dos leucécitos que chegam a interface materno-fetal. A comunicagao entre
estes leucdcitos, as células estromais e as células trofoblasticas pode alterar o perfil
das células imunes e promover mecanismos reguladores (ANDER; DIAMOND;
COYNE, 2019). Células imunes tais como macrofagos M2, células dendriticas
tolerogénicas e células T reguladoras (Treg) medeiam os mecanismos de tolerancia
imunoldgica e inibem a imunidade contra os antigenos fetais através do seu potencial
para suprimir inflamacgao. Em particular, as células Treg podem suprimir a inflamacgao
e inibir a geracao de populagdes de células T efetoras, capazes de prejudicar o feto
(ROBERTSON; PETROFF; HUNT, 2015), sendo capazes de gerar um microambiente
de tolerancia na interface materno-fetal através da producao do fator transformador
de crescimento beta1 (TGF-B) (ZENCLUSSEN et al., 2006).

Ao mesmo tempo que mecanismos de tolerancia imunoldgica sao necessarios
para a manutencao da gestagcédo, também é importante que a unidade materno-fetal
esteja protegida contra o ataque de patégenos. Neste sentido, as camadas de
trofoblasto que separam os compartimentos vasculares materno e fetal na placenta
constituem uma barreira para certos microrganismos, sobretudo em camundongos,
que apresentam uma barreira hemotricorial (BARATEIRO et al., 2019). Além disso, a
auséncia de jungdes celulares na camada de sinciciotrofoblasto, uma camada celular
multinucleada, se apresenta como uma vantagem na protecdo contra infecgoes
(ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019). A placenta também possui outros mecanismos
de defesa para a protecao do feto contra infecgdes, tais como producao de citocinas,
reconhecimento de patdégenos por receptores da resposta imune inata e transferéncia
de anticorpos IgG (ANDER; DIAMOND; COYNE, 2019).
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1.4. Células NK uterinas (UNK): generalidades e fungoes

As células natural killer (NK) constituem a primeira e a melhor descrita das
células linfoides inatas (ILC, Innate Lymphoid Cells), sendo um subtipo das ILC de tipo
1, apresentam um papel importante na resposta imune inata contra virus e bactérias
intracelulares. Sado chamadas de natural killer devido a que sua principal fungéo é
eliminar células tumorais e células infectadas, de maneira semelhante as células T
citotoxicas da imunidade adaptativa, no entanto estando classicamente encaixadas
como um elemento do sistema imune inato. Ainda, as células NK se encontram
principalmente no sangue e no bacgo, constituindo por volta de 5 e 15% das células
mononucleares nesses respectivos 6rgaos, essas podem ser encontradas raramente
em outros orgaos linfoides e abundantemente no figado e no utero gravidico (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2014).

Durante a gestacao as células NK uterinas (UNK) compdem aproximadamente
70% dos leucdcitos infiltrados na decidua, que também pode conter macrofagos (20-
25%) e um pequeno numero de células T (3-10%) e células dendriticas (1,7%), sendo
as células B praticamente ausentes (MOFFETT-KING, 2002; MOR; ALDO; ALVERO,
2017). A diferenciacao das células uNK no utero em decidualizagdo é induzida
principalmente pela citocina IL-15 (BARBER; POLLARD, 2003) assim como por |IL-2
(ALLEN; NILSEN-HAMILTON, 1998), sendo que ambas citocinas compartilham a
cadeia B do receptor de IL-2 (IL-2RB) ou CD122 (CARSON et al.,, 1994). Em
camundongos, as células uNK comegam a se acumular de maneira significativa na
decidua ao redor do dia gestacional 6,5, atingindo seu pico de proliferacdo na metade
da gestagdo, por volta do dia gestacional 11,5, apdés o qual diminuem
progressivamente até estarem praticamente ausentes no dia gestacional 19,5, apesar
de que algumas células NK s&o observadas poucos dias apds o parto (SOJKA et al.,
2018). Dentro dos sitios de implantagdo, as células uNK apresentam proeminentes
granulos citoplasmaticos, expressam constitutivamente interferon (IFN)-y, bem como
expressao elevada de marcadores de superficie tais como CD11c, o qual complica a
discriminacao entre as células uNK e as células dendriticas (ERLEBACHER, 2014).

As células uNK humanas sao reconhecidas como células CD569" CD16- CD3.
Quanto a sua deteccdo em camundongos, as células uNK sdo CD122* CD3, das
quais aproximadamente 30% expressam marcadores de células NK periféricas como
NK1.1 e CD49b, enquanto que as células CD122* CD3-NK1.1-CD49b" correspondem
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a aproximadamente 70% das células NK no utero de camundongos com 9,5 dias de
gestacdo. Na presente investigacao as células uNK foram detectadas utilizando-se a
marcagao com a lectina de aglutinina de Dolichos biflorus (DBA), a qual reconhece
residuos de N-acetilgalactosamina presentes nos granulos e membrana plasmatica
das células uNK (PAFFARO et al., 2003; CROY et al., 2010). Este método ¢ eficiente
na detecgao das células NK diferenciadas no utero, pois células CD122* CD3 NK1.1*
CD49b* sao DBA- e podem ser detectadas em outros 6rgdos como o bago, enquanto
que células CD122* CD3- NK1.1- CD49b- sdo DBA+ e sao detectadas no utero,
estando ausentes no bago (CROY et al., 2010). Além disso, no momento da escolha
dos marcadores para detectar estas células, deve ser considerado que algumas
linhagens de camundongos como BALB/c, AKR, CBA, C3H, DBA e 129 néao
expressam NK1.1 (CARLYLE et al., 2006).

Apesar de que o papel de muitas células que residem no utero durante a
gestacao ainda nao esta bem elucidado, no caso das células uNK suas fungdes séo
melhor compreendidas atualmente, pois recentemente crescentes esforgos tém sido
feitos para tentar entender sua biologia e fung¢des, bem como o porqué essas células
nao exercem sua funcao citolitica no microambiente uterino durante a gestagao
apesar de serem capazes de produzir perforina e granzimas. As funcdes atribuidas as
células uNK durante a gestacdo sao diversas e abrangem desde a promocédo do
remodelamento da vasculatura uterina, especificamente das artérias espiraladas que
se inserem na decidua, a producéao de citocinas e fatores de crescimento na interface
materno-fetal e a manutencdo da tolerancia imunolégica, entre outras (HANNA;
MANDELBOIM, 2007; ERLEBACHER, 2014). Uma vez que o utero e a placenta
diferem entre mulheres na sua primeira gestagdo e em gestagdes posteriores; tem-se
descrito uma nova fungéo para as células uNK, que é a geragdo de memdria para
auxiliar no remodelamento vascular em gestagbes subsequentes. Estas células
seriam chamadas de células NK deciduais treinadas na gestagado e, além de
possuirem uma assinatura epigenética e transcriptdmica unica, quando estimuladas
sao capazes de produzir mais IFN-y e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF)-a, ambas moléculas necessarias para as modificagdes vasculares proprias
da gestagao (GAMLIEL et al., 2018). Além disso, num estudo recente usando cultura
primaria de células humanas de endométrio em processo de decidualizagdo, células
NK uterinas humanas e meio condicionado de embrides, foi demostrado que as

células uNK tém um papel na detecgcado de embrides de baixa qualidade bem como na
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eliminacao de células deciduais senescentes que levam a perda da gestagdo (KONG
etal., 2021)

Muitas das propriedades que tornam unicas as células uNK dependem das
interagbes dos seus receptores com as células trofoblasticas. Recentemente, foi
descrito que o receptor NKG2A atua educando as células NK maternas para
orquestrar as mudangas vasculares que levam ao desenvolvimento cerebral normal
dos fetos e a baixo risco de complica¢des durante a gestacédo (SHREEVE et al., 2021).

Os mastadcitos uterinos (UMCs) sao outro tipo celular que se encontra no utero
e que tém demostrado ser de grande importancia para a manutencéo da gestagao,
devido a secrecgao das quimases Mcpt5 e CMA1 que medeiam a apoptose do musculo
liso arterial em camundongos e estimulam a invasividade de células trofoblasticas
humanas, respectivamente, sendo ambos eventos importantes para o remodelamento
das artérias espiraladas e, por conseguinte, para a manutengao do crescimento fetal
(MEYER et al.,, 2017a). De maneira interessante, as células uNK sdo também
produtoras de Mcpt5 e em modelo de indugdo de aborto as células uNK e os uMCs
podem contrabalancgar seus efeitos na interface materno-fetal e em conjunto promover

o remodelamento arterial e a placentacdo (MEYER et al., 2017b).

1.5. Malaria na gestacao: aspectos epidemiologicos

A malaria é a doenga causada pela infecgdo por parasitos protozoarios do
género Plasmodium, pertencentes ao filo Apicomplexa. Atualmente sabe-se que 5
espécies de Plasmodium podem infectar o ser humano: P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale e P. knowleesi (WHO, 2015). A principal via de transmissao destes
parasitos é vetorial, através da picada de mosquitos do género Anopheles; porém, a
transmissao da doenca também tem sido reportada mediante transfusdes, transplante
de 6rgaos ou por via transplacentaria (ALVES et al., 1995; MUNGAI et al., 2001;
MEJIA et al., 2006).

A infecgdo congénita por Plasmodium tem sido relatada em bebés com menos
de dois meses de idade (DE PONTUAL et al., 2006; DEL PUNTA et al., 2010; BHATIA;
MOHAN; MAITHANI, 2010; RAJWANIYA; AGRAWAL, 2016). Embora seja uma
complicagéo rara em areas endémicas, a malaria congénita pode ser detectada dois
ou trés meses apds o parto quando os anticorpos maternos se tornam escassos
(SCHANTZ-DUNN; NOUR, 2009). Mulheres gestantes, principalmente aquelas que

residem em areas de baixa transmissao, constituem um dos principais grupos de risco
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de desenvolver formas graves da doenga devido a que essas apresentam uma
imunidade reduzida contra antigenos parasitarios expressos na placenta durante a
infeccdo (ROGERSON; MWAPASA; MESHNICK, 2007). Em areas de alta
transmissdo de malaria, as mulheres gestantes geralmente s&o assintomaticas e
apresentam imunidade contra a infecgao derivada das repetidas picadas de mosquitos
infectados e, por conseguinte, devido a constante exposi¢gdo aos antigenos
parasitarios (DESAI et al., 2007; WHO, 2019). A malaria na gestagdo € capaz de
colocar em risco a saude da mée, do feto e do recém-nascido se tornando um grave
problema de saude publica. As complicagdes provocadas pela malaria na gestacao
na mae incluem anemia, hipoglicemia, malaria grave e inclusive a morte, enquanto
que as complicagdes que atingem o feto variam de acordo com o periodo gestacional
no qual ocorre a infec¢ao, podendo ocorrer aborto, parto prematuro, restricdo do peso
intrauterino e baixo peso ao nascer, sendo este ultimo o maior fator de risco para a
mortalidade perinatal, neonatal e infantil assim como alteragdes no crescimento e
desenvolvimento cognitivo (DESAI et al., 2007; SCHANTZ-DUNN; NOUR, 2009;
WHO, 2019).

No ano 2019 registraram-se aproximadamente 229 milhdes de casos e 409 mil
mortes devido a malaria no mundo, sendo que a grande maioria dessas ocorreram na
Africa subsaariana, regido na qual existe uma predominancia em casos de infecgdo
por P. falciparum. Nesse mesmo ano, em areas endémicas da Africa subsaariana
foram registrados mais de 11 milhées de casos de mulheres que apresentaram
malaria durante a gestacao (35% das mulheres gestantes na regidao) assim como 822
mil casos de neonatos com baixo peso ao nascer, devido a exposi¢ao ao Plasmodium
durante a gestacdo. Na América Latina, as maiores areas endémicas estédo
concentradas na regido da Amazoénia, sendo Venezuela, Brasil e Coldbmbia os paises
com maior quantidade de casos registrados (WHO, 2020). Em relagdo a malaria na
gestagdo na América Latina, na revisao realizada por Yanow et al. (2016) &
mencionado que complicagdes relacionadas a malaria na gestagao tais como parto
prematuro, baixo peso ao nascer e perda fetal, tém sido reportadas no Brasil,
Colémbia, Venezuela, Equador, Bolivia e Honduras.

Recentemente, foi descrito que em uma regido de baixa transmissao da
Amazébnia brasileira (Cruzeiro do Sul - Acre) houve uma prevaléncia de malaria
durante a gestagao equivalente ao 8,9% entre os anos 2006 e 2014, a maioria desses

casos provocados por P. vivax. A infeccao por P. vivax em mulheres gestantes dessa
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regido foi associada com um menor peso ao nascer, enquanto que os casos de
infeccdo por P. falciparum se relacionaram com um aumento nos casos de parto
prematuro (DOMBROWSKI et al., 2018). Um estudo posterior realizado em Cruzeiro
do Sul e outras quatro municipalidades, no qual foram estudadas as consequéncias
da malaria quando as mées foram infectadas por P. vivax no primeiro, segundo ou
terceiro trimestre da gestagao, revelou que a infecgdo durante o primeiro trimestre se
associou significativamente com a apresentagao de parto prematuro, baixo peso ao
nascer e reducdo da circunferéncia craniana e estatura do recém-nascido
(DOMBROWSKI et al., 2021).

Existem poucos estudos sobre o impacto da malaria no inicio da gestacéo,
permanecendo 0s mecanismos que regem a infecgdo neste periodo escassamente
elucidados (ACCROMBESSI et al., 2018). Estudos clinicos usando pacientes com
malaria no primeiro trimestre sdo escassos, em razao de que em areas endémicas
muitas vezes a primeira consulta pré-natal ocorre no segundo trimestre da gestacao,
afetando o recrutamento de gestantes no primeiro trimestre. De fato, isto resulta ser
de crucial importéncia porque nessas areas uma grande propor¢do de mulheres
apresenta infeccdo malarica no momento da primeira visita pré-natal (KALILANI-PHIRI
et al., 2013). Exemplificando, um estudo realizado no Malawi, um pais endémico para
malaria, usando uma coorte de 6413 mulheres gestantes determinou que a apenas
23% das mesmas se apresentaram a primeira consulta pré-natal no primeiro trimestre
de gestagao, sendo que 69% se apresentaram no segundo trimestre e 8% no ultimo
trimestre (NKOKA; CHUANG; CHEN, 2018). Usando um desenho experimental
original Accrombessi et al. (2018), examinaram 387 mulheres mensalmente desde
antes da concepcao até o parto para determinar o impacto da malaria no inicio da
gestagéo, encontrando que a prevaléncia da infeccdo no primeiro trimestre foi de
20,8%, sendo 7,3% dessas infecgdes assintomaticas. Discriminando os resultados por
més, notaram que a maioria dos casos se registrava durante o primeiro més da
gestacao (16,7%), sendo encontrados 9,2% dos casos no segundo més e 11,2% no
terceiro més.

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) recomenda o tratamento de mulheres
gestantes infectadas por Plasmodium com terapias baseadas em combinacdes de
artemisininas (ACTs) no segundo e terceiro trimestre da gestagao e de quininas no
primeiro trimestre, devido a preocupag¢ao em quanto a toxicidade das ACTs para o

embrido no comego da gestacdo (WHO, 2015). No entanto, existe também
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preocupagao sobre o uso de quininas no primeiro trimestre da gestagao, considerando
que as ACTs também deveriam ser a opgao terapéutica para tratar a malaria nao
complicada durante esse periodo gestacional (MCGREADY et al., 2020). Além disso,
para prevenir as consequéncias da malaria na gestacdo em areas de moderada e alta
transmissdo da doenca na Africa subsaariana a OMS recomenda, em combinacéo
com controle vetorial, diagnéstico imediato e tratamento eficaz, a aplicagdo do
tratamento preventivo intermitente na gestagéo (IPTp), com o qual mulheres gestantes
recebem pelo menos trés doses de sulfadoxina-pirimetamina a partir do segundo
trimestre (WHO, 2015).

Mulheres gestantes de maneira geral também acostumam receber
suplementacdo de ferro. Porém, estudos realizados em mulheres gestantes com
malaria que realizaram sua primeira visita pré-natal no segundo trimestre de gestacgao,
indicam que estas apresentam um elevado armazenamento corporal de ferro,
baseados numa relagdo entre os niveis de ferritina e do receptor de transferrina
séricos, quando comparado com gestantes ndo infectadas, embora para os autores a
interagdo malaria-armazenamento de ferro ainda precisa ser elucidado. Nao esta claro
se altas cargas de ferro favorecem a infec¢ao por malaria ou se a malaria causa altos
niveis armazenamento férrico, mas é salientado que a suplementagao com ferro neste
cenario poderia ser prejudicial (BAHIZIRE et al., 2018; DIALLO et al., 2020).

1.6. Mecanismos de patogénese durante a malaria na gestagao

A infeccao por parasitos do género Plasmodium ocorre quando um mosquito
infectado inocula os parasitos na forma de esporozoitos na pele do hospedeiro
durante o repasto sanguineo. Entédo, os parasitos entram na circulagédo e atingem o
figado invadindo os hepatdcitos e proliferando nestes durante o chamado ciclo extra-
eritrocitico ou hepatico, para depois serem liberados na corrente sanguinea em forma
de merozoitos que invadem e proliferam em hemacias durante o ciclo eritrocitico, se
desenvolvendo em formas de anel, trofozoito e esquizonte. Apds isso, ocorre a ruptura
das hemacias infectadas liberando merozoitos na circulacao iniciando novos ciclos de
invaséo eritrocitaria (NILSSON et al., 2015). A continua hemdlise leva a liberacao de
heme livre que pode ser toxico para o parasito, motivo pelo qual este converte os
mondmeros de heme num cristal inerte chamado pigmento malarico ou hemozoina,
que se armazena no vacuolo digestivo do parasito (CORONADO; NADOVICH;
SPADAFORA, 2014). Na medida que o parasito prolifera e amadurece, pode
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expressar e exportar proteinas aderentes a superficie da hemacia, como a proteina 1
da membrana eritrocitaria P. falciparum (PfEMP1), que permite que estas se liguem a
receptores presentes nas células endoteliais tais como ICAM1, VCAM1, E-selectina,
CD36, sulfato de condroitina A (CSA) e acido hialurénico (HA), mediando o sequestro
de hemacias infectadas em 6rgaos alvo como cérebro, pulmao e placenta evitando
sua eliminagao no bago (SCHOFIELD; GRAU, 2005).

As hemacias infectadas por P. falciparum sao capazes de se ligar de maneira
especifica ao CSA, um dglicosaminoglicano presente na superficie do
sinciciotrofoblasto nos espacos intervilosos da placenta através da expressao do
antigeno de superficie variante 2 - condroitina sulfato A (VAR2CSA), um membro da
familia da PfEMP1 (FRIED; DUFFY, 1996; SALANTI et al., 2003). De fato, hemacias
de camundongo infectadas com P. berghei também tém a capacidade de se ligar a
CSA e HA (NERES et al., 2008). Esta interacao entre a hemacia infectada e as células
trofoblasticas leva a acumulagéo de parasitos na placenta induzindo o recrutamento
de células inflamatdrias, assim como o aumento na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias e espécies reativas de oxigénio na interface materno-fetal, contribuindo
com a patologia na placenta e com as complicagdes clinicas associadas (SHARMA;
SHUKLA, 2017).

VAR2CSA constitui o principal alvo para o desenvolvimento de vacinas que
contribuam para a prevencgao das complicagdes associadas a malaria na gestagao.
De fato, o candidato vacinal PAMVAC esta baseado num fragmento recombinante de
VAR2CSA e foi testado em voluntarios adultos saudaveis, demostrando ser bem
tolerado e imunogénico, produzindo anticorpos capazes de inibir a ligacdo de
hemacias infectadas por P. falciparum expressando VAR2CSA. Espera-se que em
breve este candidato vacinal seja testado em mulheres antes da primeira gestagao
em areas endémicas (MORDMULLER et al., 2019). Isto € um grande avango no
estudo de medidas de controle das complicagdes associadas a doenga durante a
gestacdo uma vez que geragdo de anticorpos imunoglobulinas G (IgG) especificos
contra VAR2CSA tem sido associada a menor risco de sofrer infeccdo placentaria e
maior peso nos neonatos (TORNYIGAH et al., 2021).

Como foi revisado previamente, aumentos nas concentragdes de citocinas pro-
inflamatdrias como IFN-y, TNF-a e IL-2 tém sido detectados em placentas em resposta
a infecgdo por Plasmodium, sendo relacionados a eliminagao dos parasitos através

da estimulagao da proliferacado de células T, da atividade fagocitica de macrofagos e
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geracao de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico. Contudo, a producéo destas
citocinas na interface materno fetal também pode afetar o sucesso gestacional. Neste
sentido, a elevagcdo dos niveis de TNF-a tem sido claramente associada com a
ocorréncia de baixo peso ao nascer e parto prematuro. Do mesmo modo, a detecgao
de citocinas tais como IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-5, IL-13 e IL-10 em sangue de cordao
umbilical de neonatos expostos a antigenos malaricos in utero sugere que a resposta
imune desenvolvida pode ser de tipo T helper 1 (Th1), Th2 e/ou Treg (ROGERSON et
al., 2007; ODORIZZI; FEENEY, 2016). Além disso, a expressao dos receptores da
imunidade inata TLR4 e TLR9 na placenta, assim como de sua molécula adaptadora
MyD88 tém sido associados com a produgao sistémica e local de citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y, TNF, IL-6 e IL-1B, levando a resultados adversos em
camundongos infectados. Da mesma maneira, a infeccdo induz a ativacdo de
inflamassomas AIM2 e NLRP3 e que culminam na producgédo da citocina IL-1B nas
placentas infectadas. A sinalizacao por IL-1B sustenta a produgao de citocinas pro-
inflamatorias e possivelmente desregula a expressao de moléculas transportadoras
de nutrientes na placenta, promovendo a morte e a restricdo do crescimento fetal
(REIS et al., 2020). Tanto as alteragdes na expressdao de moléculas transportadoras
de nutrientes na placenta (FONTES et al.,, 2019), quanto a reducdo dos espacgos
vasculares na camada de labirinto, devido a inflamacao e desorganizagao do tecido
placentario e conseguinte diminuigdo da area de trocas gasosas e de nutrientes entre
mae e feto, também parecem levar a parto prematuro e restrigdo do peso fetal (NERES
et al., 2008; BARBOZA et al., 2014; BARBOZA et al., 2017).

Em relacdo a passagem transplacentaria do parasito, Crocker et al. (2004)
observaram que além da citoaderéncia de hemacias infectadas na placenta, durante
a infeccdo ocorre a destruigdo direta do sinciciotrofoblasto, alterando a integridade
placentaria, e sugerem que isso poderia facilitar a passagem de hemacias parasitadas
para a circulacao fetal. Por outro lado, também tem sido proposto que a acumulagao
de heme apéds a internalizacdo de hemacias infectadas pelas células trofoblasticas
leva a uma sobrecarga de ferro na placenta que contribui com a morte fetal (PENHA-
GONCALVES; GOZZELINO; MORAES, 2014).

Em uma revisao recente, foi sugerido que o acumulo de heme liberado apds a
ruptura das hemacias infectadas, surge como uma de trés vias reguladoras do impacto
da malaria no sucesso gestacional, além da via de desregulagao da biogénese de L-

arginina-6xido nitrico e a ativagao excessiva do complemento. De maneira coletiva,
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estas vias criam um ambiente pro-inflamatorio e antiangiogénico na interface materno-
fetal que interfere com suas fungdes e desenvolvimento. Acredita-se que a
intervencao terapéutica nessas vias poderia reduzir os efeitos nocivos que provocam

os resultados adversos na malaria gestacional (NGAI et al., 2019).

1.7. Heme oxigenase 1

As enzimas heme oxigenasses catalisam a degradacdo de heme em
quantidade equimolares de biliverdina, ferro ibnico e mondxido de carbono (CO). A
biliverdina é posteriormente transformada em bilirrubina pela agdo de uma enzima
biliverdina redutase. Tém sido identificadas duas isoformas de heme oxigenase (HO)
funcionais e geneticamente distintas: HO-2, que se expressa constitutivamente em
células de certos tecidos e a HO-1, cuja expressdo € induzida em estados de
inflamacédo e estresse oxidativo (RYTER; ALAM; CHOI, 2006; CAMPBELL;
FITZGERALD; DUNNE, 2021). Também foi descrita a expressao de HO-3, que ainda
difere estruturalmente de HO-1 apresenta uma alta homologia na sua sequéncia de
aminoacidos (~90%) com HO-2. Inclusive, HO-2 e HO-3 contém dominios funcionais
ausentes em HO-1, fornecendo sitios de ligacdo adicionais para o heme, diferentes
do dominio catalitico para essa molécula. A fungao especifica destes dominios era
desconhecida, até que Fleischhacker et al. (2020) mostrarem que estes dominios
adicionais aprisionam o heme e que interacées moleculares entre a cauda e o nucleo
da enzima medeiam a sua transferéncia para o nucleo catalitico de HO-2, facilitando
a rotatividade de heme nessa enzima. Uma vez que HO-2 nado é induzida sob
estimulos do microambiente e que HO-3 apresenta escassa atividade enzimatica, HO-
1 é induzida em defesa contra estresse oxidativo causado pelo heme, hipdxia,
exposicao a metais pesados, inflamacdo e radiacdo ultravioleta; sendo pouco
expressa sob condigcbes fisiologicas (MCCOUBREY; HUANG; MAINES, 1997;
RYTER; ALAM; CHOI, 2006; DUVIGNEAU; ESTERBAUER; KOZLOV, 2019).

HO-1, também conhecida como HSP32, € uma proteina de 32 kDa que tem
sido caracterizada como uma proteina associada ao reticulo endoplasmatico,
contendo um dominio C-terminal hidrofébico que sugere a sua compartimentalizagao
de membrana (RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Porém, a enzima também pode se
translocar para o nucleo, sendo necessaria uma clivagem da regido C-terminal,
gerando uma molécula de ~28 kDa que tem atividade enzimatica reduzida, mas ainda

participa na defesa anti-oxidante através da sua interagao direta com o fator nuclear
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eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), evitando a degradacao proteosomal desse
fator de transcricdo e assim estimulando a expressao de proteinas anti-oxidantes
como glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e NAD(P)H:quinonaoxidoredutase 1
(NQO1) (BISWAS et al., 2014). De fato, o Nrf2 controla diretamente a expressao de
HMOX1, o gene que codifica a expressao de HO-1 (SAHA et al., 2020)

HO-1 é bem conhecida por exercer efeitos antioxidantes e citoprotetores
através da remocédo do heme, o qual catalisa a geragdo de espécies reativas de
oxigénio; e pela geracdo dos produtos da catalise: bilirrubina que funciona como
antioxidante, e o CO que possui propriedades vasodilatadoras, anti-inflamatérias e
anti-apoptoéticas. Contudo, apesar dos aspectos benéficos frequentemente citados a
formacgao excessiva de produtos de degradagao devido a uma exacerbada expressao
também pode produzir efeitos adversos. Os efeitos prejudiciais da elevada expressao
da HO-1 sdo comumente atribuidos a acumulagao de ferro nos tecidos devido a sua
natureza pré-oxidante em conjunto com alteragdes nas proteinas transportadoras de
ferro. Além disso, a elevada atividade da enzima consome grandes quantidades de
NADPH que é necessario para diversos processos celulares o qual sugere que a
expressao desta enzima requer uma delicada modulagao para preservar seus efeitos
benéficos (DUVIGNEAU; ESTERBAUER; KOZLOV, 2019).

1.8. Papel da HO-1 em doengas infecciosas e durante a gestagao

No campo das doencas infecciosas, a inducdo de HO-1 tem mostrado ter
efeitos vantajosos e deletérios para o hospedeiro dependendo do microrganismo
(COSTA et al., 2020; SILVA et al., 2020). Estudos prévios tém mostrado que a indugao
farmacolégica de HO-1 e a exposi¢gao a um dos derivados da sua atividade diminuiram
a incidéncia de morte por malaria cerebral experimental (ECM) em camundongos
C57BL/6. Tanto camundongos com inibicdo farmacolégica da HO-1, quanto
camundongos knockout para HO-1 infectados com P. berghei ANKA sao susceptiveis
a morte por ECM e apresentam aumento da citoaderéncia no endotélio vascular
cerebral (PAMPLONA et al., 2007). Da mesma maneira, a indugdo de HO-1 levou a
protecao contra danos agudos no pulmao de camundongos DBA/2 infectados com P.
berghei ANKA (PEREIRA et al., 2016). Em contraste, HO-1 demostrou ter um papel
prejudicial durante o estagio hepatico da infecgdo (EPIPHANIO et al., 2008). Portanto
o papel de HO-1 durante a malaria parece ser diferente dependendo do modelo de

infecgao estudado.
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Um estudo realizado no nosso laboratério no contexto da infecgdo por outro
parasito Apicomplexa, Toxoplasma gondii, demostrou que a indug¢ao da expresséao de
HO-1 controla a infeccdo por T. gondii em pulmido e intestino delgado de
camundongos (ARAUJO et al., 2013). No contexto da toxoplasmose congénita, foi
observada uma diminuicdo na expressdo da enzima em células trofoblasticas
humanas, que quando tratadas com um indutor da enzima ou bilirrubina apresentaram
uma diminui¢cdo nas taxas de proliferagdo do parasito (ALMEIDA et al., 2021). Este
papel da HO-1 no combate de infec¢gdes causadoras de aborto € corroborado pelas
investigacdes de Tachibana et al. que num estudo em 2008 demostraram que a
expressao da enzima diminui durante a infecgdo por Brucella abortus, enquanto que
quando a expressao de HO-1 foi induzida o aborto devido a infec¢ao foi prevenido.
Posteriormente, Tachibana et al. (2011) comprovaram o papel protetor da HO-1
durante a infecgao por outra bactéria causadora de aborto: Listeria monocytogenes,
sendo que nesse modelo de infeccdo a expressdao de HO-1 e da proteina anti-
apoptatica Bel-XL € inibida.

HO-1 e seus derivados modulam a fungdo de uma variedade de populagdes
celulares na placenta (SCHUMACHER; ZENCLUSSEN, 2015). A expressao de HO-1
€ importante para a presenca e proliferacao das células uNK (LINZKE et al., 2014); e
para a preservagado de células dendriticas uterinas no estado imaturo, atenuando
assim a resposta de células T contra o feto e promovendo a expansao de células Treg
que favorecem a gestacdo (SCHUMACHER et al., 2012). Além disso, a expressao de
HO-1 nos mastdcitos suprime a expressao de citocinas pro-inflamatorias nessas
células (YASUI et al., 2007) e a indugcao de HO-1 em células T e macréfagos leva a
producao de citocinas anti-inflamatérias (SCHUMACHER; ZENCLUSSEN, 2015).

Tendo em consideracéo as evidéncias cientificas que apontam para os efeitos
benéficos da expressao de HO-1 na interface materno fetal e no combate a patégenos
causadores de aborto, bem como os estudos dos distintos papéis que a enzima pode
assumir durante a malaria, o objetivo deste trabalho consiste em avaliar o papel dessa
enzima durante a infec¢ao por P. berghei ANKA em camundongos BALB/c durante

trés diferentes periodos gestacionais.
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2. JUSTIFICATIVA

Mulheres gestantes e criangas menores de 5 anos constituem os grupos mais
vulneraveis a infeccdo por Plasmodium. A infecgdo por malaria durante a gestagao
constitui um grave problema de saude publica, sendo que essa pode levar a morte
materna, aborto ou baixo peso ao nascer, entre outras complica¢gdes. A HO-1 é uma
enzima que apresenta propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes, citoprotetoras e
anti-apoptéticas e que tem demonstrado ter um papel protetor durante infecgdes que
acarretam aborto. Devido as limitagdes éticas e logisticas que representa o estudo da
malaria gestacional em humanos o modelo de camundongos representa uma
excelente ferramenta para o estudo da doenca, sendo que o modelo experimental
usando camundongos BALB/c gestantes infectados com Plasmodium berghei ANKA,
reproduz manifestagcées observadas durante a malaria gestacional humana. Este
trabalho contribui para a melhor compreensao do papel da HO-1 na tolerancia materno
fetal durante a malaria na gestacdo. A elucidagdo deste papel poderia permitir um
melhor entendimento dos mecanismos patolégicos envolvidos nos efeitos adversos
provocados por Plasmodium ao longo da gestagao, permitindo o desenvolvimento de

estratégias farmacolégicas que contribuam com as opgdes terapéuticas atuais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Avaliar o papel da heme oxigenase 1 (HO-1) na interface materno-fetal de

camundongos durante a malaria em trés periodos gestacionais.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a parasitemia e quantificar hemozoina na interface materno-fetal de
camundongos BALB/c infectados com P. berghei ANKA.

Analisar a expresséo de HO-1 em placenta/utero de camundongos infectados ou
nao quando avaliados no inicio, metade e final da gestacao.

Confirmar a seguranga de tratamentos com inibidor e indutor da HO-1 nos
periodos gestacionais estudados.

Determinar o efeito da inibigdo e indugédo da HO-1 no curso da gestagdo quando
camundongos BALB/c sdo infectados com P. berghei ANKA.

Estudar marcadores de gravidade da doenga no sangue de camundongos
gestantes infectados.

Mensurar os niveis de heme circulantes e na interface materno fetal de
camundongos infectados ou ndo quando avaliados no inicio, metade e final da
gestacao.

Quantificar a deposigao de ferro e o estresse oxidativo em placenta/utero de
camundongos infectados ou ndo quando avaliados no inicio, metade e final da
gestacao.

Detectar e quantificar células NK e mastécitos uterinos em sitios de implantacao
de 8 e 12 dias de gestacgao.

Avaliar o remodelamento de artérias espiraladas usando analises morfométricas
e detecgao de a-actina de musculo liso (a-SMA) em sitios de implantagao de 12
dias de gestagao.

Quantificar as citocinas IL-6, IL-2, IL-4, TNF, IFN-y, IL-17, IL-10 e TGF- em

amostras de homogenatos de utero/placenta.



36

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais experimentais

Foram utilizados animais machos e fémeas da linhagem BALB/c. Os
camundongos foram mantidos nas instalagdes da Rede de Biotérios de Roedores da
Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU) em condigdes livres de patdogenos
especificos em ciclos de 12 horas luz/escuro e livre acesso a ragao e agua filtrada. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia sob o numero de protocolo 066/17 (Anexo 1) e
os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas institucionais de ética

em experimentagdo com animais.

4.2. Cepa do parasito

Os animais do presente estudo foram infectados com a parasitos da cepa P.
berghei ANKA (PbA), os quais expressam a proteina verde fluorescente (GFP), que
foram gentilmente cedidos pelo Dr Ricardo Tostes Gazzinelli. Os parasitos foram
mantidos em nitrogénio liquido e descongelados para realizar passagens por via
intraperitoneal em camundongos machos da linhagem BALB/c. Apoés isso, foi coletado
sangue da cauda do camundongo infectado. Essas hemacias foram utilizadas para

infectar os animais dos grupos de estudo.

4.3. Acasalamento e infecgao

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com idade entre 8-12 semanas,
foram acasalados com machos da mesma linhagem em uma proporgédo de duas
fémeas por cada macho em cada gaiola. As fémeas foram examinadas a cada dia de
manha para detec¢ado do tampao vaginal, indicativo de cruzamento entre os animais.
O dia da deteccao do tampao vaginal foi considerado o primeiro dia de gestacao.

Para caracterizar a malaria gestacional experimental em diferentes periodos da
gestagdo, as fémeas foram inoculadas por via intraperitoneal (i.p.) com 5x10*
hemacias infectadas com PbA no 1°, 5° ou 12° dia de gestagao e eutanasiadas no 8°,
12° ou 19° dia de gestacao, respectivamente. O dia seguinte a inoculagao foi
considerado o primeiro dia da infec¢do. Logo, todos os animais inoculados com PbA
no presente estudo contaram com 7 dias de infec¢ao (dl) no momento da eutanasia.

Em paralelo, grupos de animais nao infectados foram eutanasiados com 8, 12 ou 19
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dias de gestacdo (dG) e usados como controle. Fémeas nao gestantes e néao
infectadas (NG/NI) e ndo gestantes infectadas (NG/7dl) foram também utilizadas

como controle quando considerado apropriado.

4.4. Tratamentos e avaliagao da parasitemia

No presente estudo os animais foram tratados com um indutor da atividade da
HO-1, protoporfirina de cobalto IX (CoPPIX), um inibidor da atividade da HO-1,
protoporfirina de zinco IX (ZnPPIX) ou veiculo. Estas drogas foram dissolvidas em
NaOH 0,1 M, diluidas em PBS e o pH neutralizado usando HCI 1 M.

Animais gestantes infectados ou ndao com PbA foram tratados por via
subcutédnea com CoPPIX (5 mg/Kg), ZnPPIX (10 mg/Kg) ou veiculo no 4°, 5° e 6° dia
de infeccdo. Esquemas representativos dos desenhos experimentais para cada
experimento sao descritos na segao de resultados.

Amostras de sangue da cauda dos camundongos foram coletadas no 3°, 5° e
7° dia de infecgdo. A coleta foi executada colocando uma gota de sangue em 500 uL
de PBS, seguida de centrifugacdo a 0,9xg durante 5 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 500 pL de
formaldeido 4% em PBS e armazenado a 4°C até o processamento em citdmetro
FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). As hemacias
foram separadas segundo seu tamanho e a granulosidade, e a percentagem de
hemacias infectadas foi estimada segundo a fluorescéncia das mesmas, uma vez que
durante este estudo utilizou-se uma cepa do parasito que expressa GFP. Avaliaram-
se um total de 50000 células e os dados foram analisados no software FlowJo V10.
Além disso, foram feitos e avaliados esfregagos sanguineos corados com panético

rapido (Instant Prov- NewProv - Parana - Brasil) como controle qualitativo.

4.5. Eutanasia e coleta de 6rgaos

Independentemente do estagio da gestacdo, todas as fémeas foram
eutanasiadas no 7° dia de infeccdo. Os animais foram anestesiados com Cetamina
(Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil)/Xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil)
injetados por via i.p. Uma vez confirmada a auséncia de reflexos digitais, o sangue foi
coletado através do plexo retro-orbital. Apds a retragéo do coagulo, as amostras foram
centrifugadas a 1000 xg durante 10 minutos e o soro foi coletado e congelado a -80

°C até o momento do uso. Apds a coleta do sangue os animais foram eutanasiados
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por deslocamento cervical. Os cornos uterinos foram extraidos e examinados para
quantificacdo e classificagdo dos sitios de implantagao totais, normais e anormais
(hemorragicos, necroticos, palidos ou de menor tamanho), como ilustrado na figura 3.

Quando os animais foram eutanasiados com 19dG, as placentas e fetos foram
extraidos e pesados. Fragmentos de utero ou placenta, segundo o tempo gestacional
avaliado, foram coletados e congelados a -80 °C para posterior maceragao de acordo
com o objetivo experimental. Da mesma maneira, uteros, placentas e fetos foram
fixados em formol tamponado a 10% e incluidos em parafina para a realizacdo de

cortes histoldgicos.

Figura 3. Imagens representativas de sitios de implantagdo anormais no inicio, metade e final da
gestacao. Os sitios de implantacdo foram considerados anormais quando apresentaram aspecto
necrético (setas pretas), hemorragico (setas vermelhas), palidez e/ou menor tamanho (setas azuis).

dG: dias de gestacao.

4.6. Coloragoes histologicas
Foram realizados cortes histologicos de 4 ym de espessura, sendo estes

corados com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo morfolégica dos tecidos,
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assim como deteccao de areas de necrose. A coloragédo de Perl (Prussian blue) foi
utilizada para evidenciar a presenca de ferro nos tecidos, enquanto que a coloragao
por Azul de Toluidina foi realizada para a quantificagdo de mastocitos uterinos (UMCs),
que foram quantificados a cada 35 campos microscépicos em aumento original de
40X. Os campos microscoépicos quantificados correspondiam a areas de miométrio e
endométrio, locais nos quais os uMCs se encontravam.

Para realizar estas coloragdes os cortes histologicos foram desparafinados em
xilol durante 45 minutos, hidratados em alcoois de concentragcdes decrescentes,
lavados em agua corrente e agua destilada. A seguir seguiu-se o protocolo especifico
para cada corante:

- Hematoxilina e eosina

As laminas contendo os cortes histolégicos foram imersas em hematoxilina de
Harris durante 1 minuto e 30 segundos, lavadas em agua corrente por 10 minutos e
agua destilada por 5 minutos, sendo logo apds imersas em Eosina-floxina durante 1
minuto e 30 segundos e lavadas em agua corrente rapidamente.

- Azul de Toluidina

As laminas foram imersas em tampao fosfato citrato pH 3,0 durante 5 minutos.
ApOs isso, as laminas foram coradas em Azul de Toluidina 0,5% em tampéao fosfato
citrato pH 3,0 durante 3 minutos, depois do qual foram lavadas rapidamente no tampéao
fosfato citrato.

- Coloracéo de Pearl

As laminas foram incubadas numa mistura de ferrocianeto de potassio 0,5%,
acido cloridrico 1% e triton X-100 1% durante 30 minutos. Depois as laminas foram
lavadas rapidamente em 5 trocas de agua destilada e contracoradas com rapido
vermelho nuclear por 3 minutos. Finalmente as Iaminas foram lavadas rapidamente
em 3 trocas de agua destilada.

Para montagem das laminas, estas foram desidratadas em alcoois de
concentragdes crescentes, durante um minuto cada e depois mergulhadas em xilol
por 30 minutos. As laminas foram montadas usando laminula e goma de Damar.

As imagens representativas foram capturadas usando um microscopio de luz
Leica DM500 conectado a uma camera digital Leica ICC50; ou com escaner de

ldminas Aperio AT Turbo scanner (Leica Biosystems Imaging).

4.7. Avaliagao das artérias espiraladas
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Laminas contendo cortes histologicos de sitios de implantagdo 12dG corados
com H&E foram digitalizadas em escaner Aperio ScanScope AT Turbo. As artérias
espiraladas foram identificadas na decidua basal e as areas correspondentes a area
da parede e do lumen arterial foram delimitadas e mensuradas usando o software
Aperio ImageScope versao 12.3.3. Foi calculada a razao entre a area da parede € o
lumen das artérias e foi feita a média das medi¢des nos sitios de implantagédo de cada
fémea. Uma razdo parede/lumen aumentada significaria que as artérias apresentam
parede mais espessa e/ou lumen reduzido e, portanto, remodelamento arterial

comprometido.

4.8. Mensuracao de camadas uteroplacentarias

Laminas contendo cortes histolégicos de sitios de implantacéo de 8 e 12dG e
placentas de 19dG (corados com H&E) foram digitalizadas usando um escaner Aperio
ScanScope AT Turbo (Leica Biosystems). Depois, com auxilio da ferramenta “brush
tool” do software QuPath (BANKHEAD et al., 2017), foram delimitadas: a decidua em
sitios de implantacdo de 8dG e as camadas uteroplacentarias MLAp, decidua e
trofoblasto em sitios de implantacdo de 12dG para determinacdo da area das
mesmas, como € mostrado no esquema da figura 4. Devido a que neste periodo
gestacional a zona juncional apresenta uma area muito pequena, por motivos praticos
a zona juncional e de labirinto foram mensuradas em conjunto e nomeadas como
camada de trofoblasto. Em placentas de 19dG as camadas da decidua, zona juncional

e labirinto foram delimitadas e mensuradas como indicado na figura 4.
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Figura 4. Esquema para delimitagdo de camadas uteroplacentarias. (A) Sitio de implantacao de 8
dias de gestagdo mostrando a area ocupada pela decidua na qual se encontra implantado o embrido e
0 cone ectoplacentario que dara origem a placenta. (B) Sitio de implantagédo de 12 dias de gestagéo
mostrando a delimitagdo das camadas uteroplacentarias e o embrido em desenvolvimento. (C)
Placenta de 19 dias de gestagdo mostrando a delimitacdo das camadas decidua, zona juncional e

labirinto.

4.9. Avaliagao dos espagos vasculares na camada de labirinto

Cortes de placentas de 19dG coradas com H&E foram utilizados para a
estimacdo da area dos espacgos vasculares na camada de labirinto como descrito
previamente (NERES et al., 2008). Para isso, 3 campos microscépicos de cada
placenta foram capturados aleatoriamente das regides laterais e media da camada de
labirinto. Posteriormente, as imagens foram analisadas com o software Image J (NIH,
Bethesda, MA, USA), no qual um procedimento de analise de luz automatizado onde
aremocao de ruido foi aplicada, para assim garantir a padronizacao de cor e qualidade
de imagem em todos os cortes. Entéo, foi usado um threshold de cor para cobrir a
area correspondente ao lumen dos vasos sanguineos. A cobertura da area do espago
sanguineo foi determinada como a raz&o entre o numero de pixels cobertos pela area
definida pelo threshold e, o numero total de pixels na imagem. Os resultados foram
expressos como a média da percentagem da area do espago sanguineo nas imagens

em cada placenta.

4.10. Histoquimica para marcagao de células NK uterinas

Cortes de tecidos uterinos de fémeas com 8dG e 12dG foram desparafinizados,
hidratados e lavados em agua corrente e agua destilada. Depois, a peroxidase
enddégena foi bloqueada incubando-se os cortes com perdxido de hidrogénio 3%
diluido em PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente; apds uma lavagem em
PBS os sitios de ligacao inespecificos foram bloqueados usando BSA 1% em PBS
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Feito isso, os cortes foram lavados em
PBS e incubados a 4 °C overnight com a lectina da aglutinina de Dolichos biflorus
(DBA) biotinilada (1:150; L6533, Sigma Aldrich) diluida em PBS. No dia seguinte, apds
duas lavagens em PBS, os cortes foram incubados com complexo avidina-biotina (kit
ABC, Vector Laboratories) diluido 1:100 em PBS durante 30 minutos em camara
umida a 37 °C. As laminas foram lavadas duas vezes em PBS, a reacao foi revelada

adicionando uma solugdo de 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich, D5637)
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contendo peréxido de hidrogénio. Posteriormente, foi feita a contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris por 4 segundos e a montagem das laminas. Finalmente, as
laminas foram digitalizadas e, usando o software Aperio ImageScope (Leica
Biosystems), regides da decidua mesometrial foram delimitadas para estimagéo da
area de analise. As células foram quantificadas usando a ferramenta “counter tool” do
software. Os resultados sdo expressados como a média do numero de células por

mm?.

4.11. Immunohistoquimica para detec¢do de alfa actina de musculo liso (a-
SMA)

Cortes histolégicos de sitios de implantagdo a 12dG foram desparafinizados,
hidratados e submetidos a recuperagdo antigénica incubando os cortes em tampao
citrato (pH 6,0) em forno micro-ondas por 7 min. Em seguida, as laminas foram
incubadas com peroxido de hidrogénio 3% por 30 min. As se¢des foram lavadas em
PBS e os sitios de ligagéo inespecificos foram bloqueados usando BSA 1% em PBS
por 30 min, seguido de incubacdo overnight a 4 °C com anticorpo anti-a-SMA
produzido em camundongo (Santa Cruz, sc-32251) diluido 1:500 em PBS.
Posteriormente, as se¢bdes de tecido foram lavadas com PBS e incubadas com
anticorpo anti-camundongo produzido em cabra (Sigma Aldrich, B7151) a 37 °C por 1
h para posteriormente serem incubadas com complexo avidina-biotina-peroxidase (1:
100; kit ABC, Vector Laboratories) a 37 °C durante 30 minutos. A reagao foi revelada
com DAB (Sigma Aldrich, D5637) diluida em PBS contendo perdxido de hidrogénio.
Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e montadas com resina
Dammar.

Imagens digitalizadas da decidua foram extraidas usando o sofftware QuPath e
analisadas com o software Image J Fiji. Apdés aplicar a ferramenta “Color
deconvolution” (opgao do vetor “H DAB”), a area de a-SMA detectada foi quantificada
na janela “Color 2” (transformando a imagem em escala de cinzas e depois ajustando

o threshold) e normalizada pela area da decidua analisada.

4.12. Mensuragao da area de hemozoina em tecidos uteroplacentarios
A hemozoina é um pigmento parasitario que se deposita em forma de cristais

no vacuolo digestivo do parasito e que tem a propriedade de desviar a luz polarizada,
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sendo evidenciada como acumulos birrefringentes quando observados com
microscopia de polarizagdo (BURNETT; CARNS; RICHARDS-KORTUM, 2015).

No presente trabalho, a hemozoina foi detectada em cortes teciduais corados
com H&E, usando um microscopio Nikon Eclipse Ti-5 com filtro de luz polarizada. Para
isso, 3 campos microscopicos da decidua (8dG e 12dG) ou da camada de labirinto
(19dG) por sitio de implantagao foram capturados aleatoriamente usando objetivo de
20X de aumento. Estas camadas foram escolhidas para realizar a analise devido a
que foram as que apresentavam uma maior area para avaliacdo nos periodos
gestacionais indicados.

A area ocupada pela hemozoina nas imagens foi quantificada usando o
software Image J Fiji, transformando as imagens em escalas de cinzas e depois
ajustando o threshold. Os resultados foram expressados como percentagem da area

meédia ocupada pela hemozoina em relag&o a area total das imagens.

4.13. Analise dos niveis de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA)

Para obtencdo dos homogenatos de tecidos, amostras de sitios de implantagéo
de 8dG inteiros, sitios de implantacdo de 12dG (sem o embrido) e amostras de
placenta de 19dG foram utilizados. Os tecidos foram homogeneizados em 5 mM de
EDTA diluido em PBS, contendo coquetel inibidor de proteases cOmplete™, Mini,
EDTA-free (Roche, 11836170001), usando um homogeneizador Turrax T10 (IKA
Works GmbH & Co. KG-Staufen) numa proporg¢ao de 200 mg de tecido a cada mL de
tampao. As amostras foram depois centrifugadas a 3000 xg por 30 minutos a 4 °C, os
sobrenadantes foram coletados, aliquotados para a realizagao de distintas analises e
armazenados a -80 °C até o uso.

Os niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-y foram mensurados
usando um kit de CBA (Mouse Th1/Th2/Th17 CBA kit, BD Biosciences, 560485)
seguindo as instrugcdes do fabricante. As amostras foram processadas em citdbmetro
FACSCanto Il Flow Cytometer (BD, Biosciences) e os dados analisados usando o
software FACSDiva (BD Biosciences). Os limites de detecgéo tedricos (pg/mL) para
as citocinas dosadas com este método sgo: IL-2 0,1; IL-4 0,03; IL-6 1,4; IL-10 16,8; IL-
17A 0,8; TNF 0,9; IFN-y 0,5.

A concentragao proteica total foi determinada pelo ensaio BCA (Thermo Fisher
Scientific, 23225) foi empregada para a normalizagdo dos resultados obtidos a partir

dos homogenatos de tecidos.
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4.14. Avaliacao dos niveis de TGF-$ por ELISA

As concentragcdes de TGF-B foram quantificadas em amostras de soro e
homogenatos de tecidos usando um kit de ELISA sanduiche seguindo as instrugdes
do fabricante (DY1679; R&D Systems). O limite de detecgéo para este ensaio foi de
15,6 pg/mL.

4.15. Quantificagao de ferro em tecidos uteroplacentarios

O ferro foi quantificado em tecidos por meio de dois métodos. Primeiro, foi
mensurada a area ocupada pelo ferro em toda a extensao dos cortes histoldgicos
corados com Prussian blue e posteriormente digitalizados. Para isso, as imagens dos
cortes foram capturadas usando o software QuPath e analisadas com o software
Image J Fiji, quantificando a coloragdo azul mediante o uso do threshold de cor. Os
resultados foram normalizados pela area total do corte histologico.

O segundo método utilizado foi a mensuragdo dos niveis de ferro em
sobrenadantes de homogenatos de tecido, gerados como descrito acima, usando um
kit comercial para dosagem de ferro (Labtest Diagndstica S.A. Belo Horizonte, MG,
Brazil) seguindo as instrugdes do fabricante e normalizando o resultado com a

concentracao proteica dos sobrenadantes.

4.16. Mensuracgao dos niveis de heme

A quantificacdo dos niveis de heme em soro e tecidos uteroplacentarios foi
realizada de acordo ao método descrito previamente (HUY et al., 2005), usando 1-
Step™ Turbo TMB (Thermo Fisher Scientific, 34022), uma mistura de TMB e peroxido
de hidrogénio estabilizado que permite a detecgdo do heme devido a sua atividade
pseudoperoxidase. Para extrapolar as concentracbes do heme nas amostras, foi
construida uma curva padrao usando hemina (Sigma Aldrich) com concentragdes
entre 2,5 e 0,039 uM.

As amostras (1:50) e pontos da curva foram diluidos na proporgéao de 1:50 em
1% BSA / Hepes 20 mM em PBS 20 mM. Depois, em microplacas de 96 pogos foram
adicionados 10 yL de amostra ou padrao, seguidos de 40 pL do reagente Turbo TMB
que foram incubados a temperatura ambiente por 30 minutos. A reacao foi
interrompida adicionando 50 pL de acido sulfurico 2M, para finalmente realizar a leitura

a 450 nm em leitora de microplacas (VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular
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Devices). Os resultados de heme no tecido foram normalizados com a dosagem de

proteinas totais nos homogenatos.

4.17. Teste de peroxidagao lipidica

A peroxidagao lipidica em amostras de utero/placenta foi medida de acordo
com o método das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Amostras de
homogenatos de tecido foram incubadas com uma mistura de acido tricloroacético
10% e acido tiobarbiturico 0,67% por 2 horas a 40 °C, em seguida foi adicionado n-
butanol e misturado em vortex. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
3000 xg por 15 min, a fase superior foi coletada e a fluorescéncia foi mensurada a 515
nm (excitacdo) e 553 (emissdo) em leitora de microplacas (Molecular Devices). A
percentagem de peroxidagéao lipidica foi calculada conforme descrito anteriormente
(LIMA JUNIOR et al., 2021).

4.18. Dosagem de hemoglobina e glicose
Os niveis de glicose no soro e os niveis de hemoglobina no sangue materno
(sangue coletado da cauda no momento da eutanasia) foram mensurados usando kits

comerciais seguindo as instru¢des do fabricante (Labtest Diagndstica S.A).

4.19. Analise da expressao de mRNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando amostras de tecido congeladas de
utero ou placenta. Estas amostras foram pulverizadas em nitrogénio liquido para
depois serem homogeneizadas em 1000 uyL de Trizol e incubadas 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-se 300 ul de cloroférmio e as
amostras foram agitadas durante 15 segundos, incubadas durante 3 minutos e
centrifugadas a 12,000 xg por 15 minutos a 4 °C. Apds isso, a fase aquosa (superior)
foi transferida para um tubo novo, no qual 500 pL de isopropanol foram adicionados.
Esta mistura foi incubada durante 10 minutos para depois ser centrifugada a 12000
xg por 10 minutos a 4 °C. Seguidamente, o sobrenadante foi descartado e
adicionaram-se 1000 pl de etanol 75% diluido em agua Milli-Q. Apés agitagdo manual
por 10 segundos as amostras foram centrifugadas 10,000 xg por 5 minutos a 4 °C.
Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e o pellet de RNA foi ressuspendido em
60 uL de agua DPEC. A concentragdo de RNA foi determinada mensurando-se a

absorbancia a 260 nm em um espectrofotdmetro GeneQuant (GE, USA). As amostras
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foram tratadas com DNAse (DNAse |, 18068015, Invitrogen — USA) e transcritas em
cDNA, utilizando 1ug de RNA e transcriptase reversa (SuperScript™ [l) para a sintese
da cadeia de cDNA. Todas as amostras foram submetidas a reacdes para deteccéo
de mRNA para GAPDH, o qual foi utilizado como controle positivo da amplificagdo. A
reacao de PCR quantitativa (QPCR) foi realizada na maquina de PCR em tempo real
ABI 7500 (Applied Biosystems) usando o corante fluorescente SYBR green (Invitrogen
— USA) seguindo as instrugdes do fabricante. Os primers foram desenhados usando
o software Prime Express. Os dados da expressdo génica foram analisados em
relacdo ao gene GAPDH usando o método do 2-AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
As sequencias de primers usados para a amplificagdo dos genes foram as seguintes:
HO-1 Fw 5-GCTGGTGATGGCTTCCTTGT-3', Rv 5'-
GTGGGGCATAGACTGGGTTCT-3"; IL-15 Fw 5- TGCTGTGTTTGGAAGGCTG-3’,
Rv 5’- TAGGCTGGTTATCTGCTGAC-3’; GAPDH Fw 5-GGAGAAACCTGCCAAGTA
TGATG-3', Rv 5-CAGTGTAGCCCAAGATGCCC-3..

4.20. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism versdo 7.0. Os
dados de parasitemia foram analisados aplicando o teste Two-way ANOVA para
dados com pos-teste de comparagcao multipla Bonferroni. Diferengas entre 3 ou mais
grupos foram analisadas usando o teste One-way para dados paramétricos ou
Kruskal-Wallis para dados ndao paramétricos, com poés-teste de comparacédo multipla
de Bonferroni ou Dunn, respectivamente. Da mesma maneira, diferencas entre dois
grupos foram evidenciadas aplicando teste t para dados paramétricos ou teste Mann-
Whitney para dados nédo paramétricos. Além disso, foram realizados analises de
correlacdo Pearson para dados paramétricos e Spearman para dados né&o
paramétricos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Além disso, foram elaborados graficos de radar mostrando o perfil de producao

de citocinas nos tecidos, utilizando o software Microsoft Excel.
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5. RESULTADOS

5.1.Efeitos da infecg¢ao por P. berghei ANKA no inicio da gestagao

Com o objetivo de caracterizar as altera¢des produzidas no periodo inicial da
gestacdo, quando camundongos BALB/c sao infectados com PbA, foi utilizado o
desenho experimental descrito previamente neste documento e que é resumido na
figura 5A. As fémeas foram infectadas no dia da detecgdo do tampao vaginal e
eutanasiados com 8dG/7dl, tendo grupos de animais 8dG/NI e NG/NI como controle.

Em primeiro lugar, foi verificado que camundongos do grupo 8dG/7dl
apresentam niveis de parasitemia semelhantes a camundongos NG/7dl aos 3, 5e 7
dias de infecgao (Fig. 5B). Além disso, foi encontrado que a infecgdo induziu uma
reducéo significativa nos niveis de hemoglobina (Fig. 5C) e glicose (Fig. 5D) maternos
em animais 8dG/7dl em relagcdo a animais 8dG/NI (p=0,0068 e p=0,0101;
respectivamente) e também em relacio a NG/NI (p=0,0015 e p=0060;
respectivamente), mostrando assim que a infeccdo € capaz de induzir anemia e
hipoglicemia. Da mesma maneira, a analise dos niveis de TGF-B no soro dos animais
mostrou que os camundongos 8dG/7dl apresentam menores niveis dessa citocina em
comparagdo com camundongos 8dG/NI (p=0,0011) e camundongos NG/NI
(p=0,0005) (Fig. 5E).

Ao examinar os sitios de implantagao embrionaria de animais com 8dG, nao se
observaram diferengas em relagdo ao numero total de sitios de implantagdo em cada
fémea (Fig. 5F), seja a mesma infectada ou n&o. Porém, quando os sitios de
implantagéo foram classificados em normais e anormais se constatou que os animais
8dG/7dl apresentaram um aumento significativo na proporgao de sitios anormais
(hemorragicos ou necroéticos) em relacao ao grupo 8dG/NI (p=0,0161), sendo muito
frequente encontrar sangramento vaginal no momento da eutanasia de camundongos
8dG/7dl (Fig. 5G,H). A analise de cortes histolégicos dos sitios de implantagao
corados com H&E revelou que sitios de implantacdo de fémeas infectadas
apresentam deciduas de tamanho reduzido (p <0,0001) (Fig. 5I) e que enquanto os
animais 8dG/NI apresentaram embrides saudaveis e tecido decidual normal, cujas
células sdo grandes, com nucleo oval, cromatina de aspecto pontilhado e citoplasma
eosinofilico, os animais 8dG/7dl exibiram hemorragia intrauterina e necrose decidual,
com células vacuolizadas, nucleos picnoticos e hemacias infectadas infiltradas no

tecido (Fig. 5J). Estes resultados apontam que embora o periodo de implantacao
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embrionaria (~5dG) coincide com a ascensao nos niveis de parasitemia neste estudo
(Fig. 5B), a infeccéo parece néo ter induzido falhas consideraveis na quantidade de
embrides implantados e sim na necrose decidual.

Levando-se em consideracao estudos prévios que mostram a importancia dos
uMCs e das células uNK para a manutencao da gestagdo (MEYER et al., 20173;
MEYER et al., 2017b) e que a atividade da HO-1 parece estar diretamente associada
com a presenga das ceélulas uNK (LINZKE et al., 2014), foi quantificada a quantidade
destas células em cortes histoldégicos submetidos a coloragédo com azul de toluidina e
histoquimica usando lectina DBA. Embora nao foram encontradas diferencas no que
se refere ao numero de uMCs (p=0,8548) (Fig. 5K,L), observou-se uma diminuigéo
significativa no numero de células uNK nos animais 8dG/7dl quando comparados com
animais 8dG/NI (p=0,0031) (Fig. 5M,N). Sendo que IL-15 é uma citocina essencial
para a diferenciagao das células uNK (ASHKAR et al., 2003; MEYER et al., 2017b),
foi analisada a expressdao de mRNA para essa citocina em tecido uterino por gPCR.
Os resultados revelaram que a expressdo de IL-15 € induzida durante gestagéo
(p=0,0489), pois animais 8dG/NI expressaram em média 4 vezes mais IL-15 quando
comparados com animais NG/NI. Os animais 8dG/7dl expressaram 1,7 vezes menos
IL-15 do que os animais 8dG/NI, embora sem diferenga estatistica (Fig. 50).

Estes resultados indicam que no modelo utilizado no presente estudo, a
infeccdo de camundongos gestantes BALB/c com PbA no inicio da gestagao, leva a
alteracdes perceptiveis em parametros maternos e ao comprometimento do sucesso

gestacional.
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Figura 5. Alteragdes induzidas pela malaria no inicio da gestagao. (A) Desenho experimental:
camundongos BALB/c foram inoculados com 5x10* hemacias infectadas com P. berghei ANKA por via
i.p. no dia da detecgdo do tampédo vaginal. Amostras de sangue da cauda foram coletadas para
quantificagdo da parasitemia aos 3, 5 e 7 dias apos a infecgdo. As fémeas foram eutanasiadas aos 8
dias de gestagdo para coleta de amostras de soro e tecido que foram utilizadas para o restante das
analises. (B) Parasitemia quantificada por citometria de fluxo. (C) Niveis de hemoglobina maternos. (D)
Niveis séricos de glicose maternos. (E) Niveis de TGF- no soro mensurados por ELISA. (F) Numero
de sitios de implantagéo por fémea. (G) Percentagem de sitios de implantagdo normais e anormais. (H)

Imagem macroscopica representativa dos cornos uterinos. (1) Area ocupada pela decidua nos sitios de
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implantagdo. (J) Fotomicrografias representativas de cortes de sitios de implantagcéo corados com H&E,
nas quais d: decidua, e: embrido, n: necrose, h: hemorragia. (K) Quantificagdo de mastécitos uterinos
(uMCs). (L) Fotomicrografias representativas de cortes de sitios de implantacdo corados com azul de
toluidina, mostrando uMCs (setas). (M) Numero de células NK uterinas (UNK) por area. (N)
Fotomicrografias representativas de cortes de sitios de implantagdo submetidos a histoquimica usando
lectina DBA, mostrando a distribuicdo de células uNK na decidua mesometrial. (O) Analise de
expressdo de mRNA para IL-15 no Gtero. Animais com 8dG/NI e NG/NI foram utilizados como controle
quando foi considerado apropriado. Os dados sao representados como a média + erro padrdo da média,
sendo cada ponto a medida de cada animal dentro do grupo. Os dados foram analisados pelo teste
Two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni (B), One-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni
(C,D,E,N,O), teste t (F,I,K,M) ou teste de Mann-Whitney (G). NG: ndo gestante, NI: ndo infectado, dG:
dias de gestacgao, dl: dias de infecgdo. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; **** p<0,0001.

5.2. Efeitos da infecg¢ao por P. berghei ANKA na metade da gestagao

O periodo médio da gestacdo foi avaliado de acordo com o desenho
experimental esquematizado na figura 6A. De acordo com este esquema, fémeas no
5 dia de gestagao foram infectadas e eutanasiadas com 12dG/7dl.

De maneira semelhante ao observado no inicio da gestagdo, camundongos do
grupo 12dG/7dl apresentam niveis de parasitemia similares a camundongos NG/7dlI
(Fig. 6B), assim como também menores niveis de hemoglobina (p=0,0233) (Fig. 6C)
e glicose (p=0,0004) (Fig. 6D) quando comparados com os camundongos do grupo
12dG/NI. Do mesmo modo, ao avaliar os niveis de TGF-f no soro materno, se
detectaram menores concentra¢gdes em camundongos do grupo 12dG/7dl em relagéo
ao grupo 12dG/NI (p=0,0003) (Fig. 6E) de maneira semelhante ao inicio da gestacao
no qual os niveis séricos da citocina diminuiram em decorréncia da infecgao.

A discriminacédo entre sitios de implantagao normais e anormais revelou que os
camundongos do grupo 12dG/NI apresentavam em média 22% de sitios anormais,
sendo que os animais do grupo 12dG/7d| apresentaram uma maior proporc¢ao de sitios
de implantagao anormais, 51% (p=0,0430) (Fig. 6F), mostrando que a infecg¢ao afetou
0 sucesso gestacional neste periodo.

Ao analisar cortes histologicos dos sitios de implantagdo aos 12dG, foi
constatado um desenvolvimento normal em sitios de implantacdo de animais do grupo
12dG/NI, mas nao foram observadas grandes alteracdes histoldgicas decorrentes da
infeccdo no grupo 12dG/7dl. Embora ao examinar area de trofoblasto,
especificamente a camada de labirinto, foi possivel observar uma tendéncia a ter

espessamento da membrana interhemal nos camundongos do grupo 12dG/7dl (Fig.
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6G). Para estudar melhor os efeitos da infeccdo na formacdo da placenta
corioalantéidea, foram mensuradas as areas ocupadas pelas camadas
uteroplacentarias presentes neste periodo gestacional. No entanto, ndo foram
observadas diferencas relevantes nas areas da decidua (Fig. 6H), trofoblasto (Fig. 61)
ou MLAp (Fig. 6J) das fémeas, independentemente de estarem infectadas ou nao.

O remodelamento das artérias espiraladas que se inserem na decidua é um
processo que ocorre na metade da gestagdo. Ao ser induzida a morte das células
musculares lisas que formam parte da tunica média arterial, estes vasos passam a
possuir uma alta capacidade e baixa resisténcia, conseguindo fornecer um fluxo
sanguineo adequado para a unidade feto-placentaria (BROSENS; ROBERTSON;
DIXON, 1967; CARTWRIGHT et al., 2010). Com a finalidade de avaliar o
remodelamento das artérias espiraladas na infecgdo por malaria na gestacao, foi
mensurada a area da parede arterial e dividida pela area do lumen arterial. Desta
maneira, artérias pouco remodeladas terdo uma parede mais espessa € um lumen
reduzido, portanto terdo uma razao parede/lUmen aumentada; enquanto que artérias
remodeladas terdo paredes finas e Ilumen distendido gerando uma razao
parede/lumen reduzida. De fato, os resultados revelaram que existe uma maior razao
parede/lumen nos camundongos 12dG/7dl em relagao aos animais do grupo 12dG/NI
(p=0,0378) (Fig. 6K,L). Para confirmar esta observacgao foi realizada imunomarcagao
para deteccao de a-SMA, um marcador de células musculares lisas presentes nas
artérias nao remodeladas. A quantificacdo desta marcagdo mostrou que existe uma
maior expressao de a-SMA na decidua de camundongos do grupo 12dG/7dl quando
comparados com o grupo 12dG/NI (p=0,0177) (Fig. 6M,N), o que estaria indicando
que a infecgao induz falhas no remodelamento arterial que poderiam afetar o sucesso
gestacional.

Como foi descrito previamente neste trabalho, uMCs e células uNK tém sido
relacionados com o apropriado remodelamento das artérias espiraladas (MEYER et
al.,, 2017a; MEYER et al., 2017b). Entdo, estas células foram quantificadas para
verificar se um desequilibrio na propor¢cao das mesmas poderia estar causando a
falhas de remodelamento arterial no modelo de malaria gestacional utilizado. As
quantidades de uMCs (Fig. 60,P) e de células uNK (Fig. 6Q,R) foram semelhantes
nos grupos de animais gestantes independentemente de estarem infectados ou nao.

Isto poderia indicar que estas células ndo estdo envolvidas na falta de remodelamento
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arterial ou que estas células apesar de se encontrarem em numeros semelhantes
estdo expressando moléculas de maneira diferente.

Estes resultados sinalizam que a infeccdo por PbA & capaz de provocar
importantes alteragcées durante no periodo médio da gestagdo em camundongos da
linhagem BALB/c, sendo que algumas destas alteragdes também foram observadas
no periodo inicial da gestagdo. Contudo, existiram certas diferengas em relagéo ao
inicio da gestagao e que poderiam estar relacionadas aos diferentes tipos de resposta

imune que caracterizam ambos periodos.
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Figura 6. Alteracoes induzidas pela malaria na metade da gestagao. (A) Desenho experimental:
camundongos BALB/c foram inoculados com 5x%10* hemacias infectadas com P. berghei ANKA por via

i.p. no 5° dia de gestacdo. Amostras de sangue da cauda foram coletadas para quantificacdo da
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parasitemia aos 3, 5 e 7 dias apos a infecgdo. As fémeas foram eutanasiadas aos 12 dias de gestagéo
para coleta de amostras de soro e tecido que foram utilizadas para o restante das analises. (B)
Parasitemia quantificada por citometria de fluxo. (C) Niveis de hemoglobina maternos. (D) Niveis
séricos de glicose maternos. (E) Niveis de TGF- no soro mensurados por ELISA. (F) Percentagem de
sitios de implantagdo normais e anormais. (G) Imagem macroscopica representativa dos cornos
uterinos (esquerda) e microscopica representativa de cortes de sitios de implantagéo de 12dG corados
com H&E com maximizagdo de campos correspondentes a camada de labirinto da placenta em
formacao (direita). (H) Quantificagdo da area ocupada pela decidua. (1) Quantificacdo da area ocupada
pelo trofoblasto (camada juncional + labirinto). (J) Quantificagdo da area ocupada pelo MLAp. (K)
Andlise morfométrica de artérias espiraladas: razdo da area da parede / area do limen. (L) Imagens
representativas das artérias espiraladas em cortes de sitios de implantagdo corados com H&E. (M)
Quantificagao da area de a-SMA na decidua. (N) Imagens representativas da immunohistoquimica para
detecgéo de a-SMA. (O) Quantificagdo de mastdcitos uterinos (UMCs). (P) Imagens representativas de
cortes de sitios de implantagao corados com azul de toluidina, mostrando uMCs (setas). (Q) Numero
de células NK uterinas (uNK) por area. (R) Imagens representativas de cortes de sitios de implantagao
submetidos a histoquimica usando lectina DBA, mostrando a distribuicdo de células uNK na decidua.
Os dados sao representados como a média + erro padrdo da média, sendo cada ponto a medida de
cada animal dentro do grupo. Os dados foram analisados pelo teste Two-way ANOVA com pés-teste
de Bonferroni (B), teste t (C,D,E,F,H,I,J,K;M,0,Q). NG: ndo gestante, NI: ndo infectado, dG: dias de
gestacao, dl: dias de infecgao. *: p<0,05; ***: p<0,001.

5.3. Efeitos da infecg¢ao por P. berghei ANKA no periodo final da gestagao

O impacto da infec¢ao por PbA no final da gestacédo de camundongos BALB/c
foi avaliado seguindo o esquema representado na figura 7A. Os animais foram
infectados aos 12dG e eutanasiados 7 dias depois, com 19dG/7dl.

Foi observado que no 7° dia de infec¢do, camundongos do grupo 19dG/7dl
apresentaram niveis médios de parasitemia maiores do que animais NG/7dl, embora
sem diferencas estatisticamente significativas (Fig. 7B). Isto sugere que os
camundongos parecem ser mais suscetiveis a atingirem maiores parasitemias quando
a infeccao acontece neste periodo, o qual é diferente ao que ocorre em periodos
gestacionais prévios mostrados no presente estudo.

De maneira semelhante aos resultados do inicio e metade da gestacéo, foi
constatado que a infecgdo levou a menores niveis de hemoglobina (Fig. 7C)
(p=0,0490) e glicose (Fig. 7D) (p<0,0001) nos camundongos 19dG/7dl em relagédo ao
grupo 19dG/NI. Por outro lado, ao verificar os niveis séricos de TGF-B, ndo se

observaram diferencgas relevantes entre os grupos 19dG/NI e 19dG/7dI (Fig. 7E).
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Ao examine dos cornos uterinos observou-se que camundongos do grupo
19dG/NI apresentaram uma média de 22% de sitios de implantagdo anormais, a
mesma percentagem apresentada pelos animais do grupo 12dG/NI, o qual indica que
os sitios anormais observados no final da gestacédo provavelmente sdo reabsor¢des
espontaneas que se produziram na metade da gestagao. Em contraste camundongos
do grupo infectado 19dG/7dl apresentaram uma média de 32% de sitios de
implantagdo anormais. Quando comparadas as percentagens de sitios de implantagao
anormais destes grupos (19dG/NI e 19dG/7dl) ndo se encontraram diferencas
estatisticamente significativas (Fig. 7F,G), sugerindo que a infecgdo por PbA parece
nao induzir perda fetal significativa no final da gestacdo, ao menos com o desenho
experimental utilizado no presente estudo, provavelmente pelo fato de que a elevagao
da parasitemia coincide com o 17° dia da gestacao no qual os fetos que ndo sofreram
reabsorcdo espontanea previamente se encontram plenamente formados e em
processo de crescimento. Nao obstante, a infecgao levou a uma pronunciada restricao
do peso fetal dos filhotes de maes infectadas em relagdo aos filhotes extraidos de
maes néo infectadas aos 19 dias de gestacdo (p<0,0001) (Fig. 7H,l), sem alteragao
significativa no peso das placentas (Fig. 7J,K). Para investigar melhor se, apesar de
nao haver reducédo no peso das placentas, existia algum desequilibrio na proporcao
das camadas placentarias, a area das mesmas foi mensurada e comparada entre os
grupos. No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas no tamanho da
decidua (Fig. 7L), zona juncional (Fig. 7M) nem labirinto (Fig. 7N) dos grupos 19dG/NI
e 19dG/7dl.

O espessamento da barreira placentaria na camada de labirinto e consequente
reducado dos espacos vasculares disponiveis para realizar as trocas entre a mae e o
feto em desenvolvimento tem sido uma caracteristica previamente descrita em
modelos de malaria na gestacdo (BARATEIRO et al., 2019). Com a finalidade de
verificar se este fendmeno estaria se reproduzindo no modelo utilizado no presente
trabalho, foi realizada a anélise dos espacgos vasculares em imagens capturadas da
regido de labirinto na placenta dos animais em estudo. Nao foram encontradas
diferengas entre os grupos em relagao a este parametro (Fig. 70,P).

Os resultados descritos acima mostram como a infecgdo por Plasmodium é
capaz de alterar parametros associados a saude materna, assim como afetar o curso
e resultado da gestacdo dependendo do periodo gestacional no qual ocorre a

gestacao.
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Figura 7. Alteragdes induzidas pela malaria no periodo final gestacional. (A) Desenho
experimental: camundongos BALB/c foram inoculados com 5x10* hemacias infectadas com P. berghei
ANKA por via i.p. no 12° dia de gestacdo. Amostras de sangue da cauda foram coletadas para
quantificagao da parasitemia aos 3, 5 e 7 dias apds a infecgao. As fémeas foram eutanasiadas aos 19
dias de gestacéo para coleta de amostras de soro e tecido que foram utilizadas para o restante das
analises. (B) Parasitemia quantificada por citometria de fluxo. (C) Niveis de hemoglobina maternos. (D)
Niveis séricos de glicose maternos. (E) Niveis de TGF-B no soro mensurados por ELISA. (F)
Percentagem de sitios de implantagcdo normais e anormais. (G) Imagem macroscopica representativa
dos cornos uterinos. (H) Peso fetal. (I) Imagem macroscépica representativa dos fetos. (J) Peso

placentario. (K) Imagens representativas de cortes de placentas de 19dG corados com H&E, as areas



56

das camadas placentarias estado delimitadas com linhas tracejadas. (L) Quantificagdo da area ocupada
pela decidua. (M) Quantificacdo da area ocupada pela zona juncional. (N) Quantificagcdo da area
ocupada pelo labirinto. (O) Analise dos espacgos vasculares na camada de labirinto. (P) Imagens
representativas da camada de labirinto em cortes de placenta corados com H&E. Animais com 19dG/NI
foram utilizados como controle. Os dados sao representados como a média + erro padrdo da média,
sendo cada ponto a medida de cada animal dentro do grupo, com excegao dos graficos H,J e O, nos
quais cada ponto representa um feto ou uma placenta de maneira individual. Os dados foram
analisados pelo teste Two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni (B), teste t (C,D,E,F,J,M,N) ou
teste de Mann-Whitney (H,L,0O). NG: ndo gestante, NI: ndo infectado, dG: dias de gestacao, dl: dias de
infecgdo. *: p<0,05; ****: p<0,0001.

5.4.Analise de expressao de mRNA da HO-1 e deposicado de ferro na interface
materno-fetal em resposta a infecgao

Com a finalidade de determinar qual poderia ser o papel da HO-1 neste periodo
gestacional, os niveis de mRNA para a expressdao da enzima em tecido de
utero/placenta foram analisados por qPCR. Os dados mostraram que a enzima é
induzida na gestagao, sendo que camundongos do grupo 8dG/NI apresentou uma
maior expressdo da enzima em comparagao com NG/NI (p=0,0019). Também foi
observado um aumento significativo nos niveis de expressdo da enzima no grupo
8dG/7dl quando comparado com o grupo de animais 8dG/NI (p=0,0315) e NG/NI
(p=0,0060). Ao avaliar os niveis de expressao para HO-1 na metade da gestagao, nao
se observaram diferengas entre os grupos infectado e ndo infectado neste periodo
gestacional. A analise da expresséo de transcritos para HO-1 na placenta aos 19dG
mostrou que a infeccéo levou a uma elevagao na expressao de mRNA de HO-1 no
grupo 19dG/7dl em relagdo a sua contraparte nao infectada, o grupo 19dG/NI
(p=0,0252) (Fig. 8A). Os niveis de mMRNA de HO-1 foram 3,7 e 1,9 vezes maiores em
camundongos infectados quando avaliados no inicio e no final da gestacao,
respectivamente, em relacdo aos controles gestantes nao infectados desses tempos
gestacionais (Fig. 8A).

A fim de pesquisar qual seria o impacto da expressdao de HO-1 nas
concentracdes de ferro em tecidos uteroplacentarios, a marcacao para este produto
do catabolismo do heme foi mensurada em cortes histolégicos corados com o método
de Pearl. Os resultados demostraram que os niveis de ferro foram maiores em animais
do grupo 8dG/7dl quando comparados com o grupo 8dG/NI (p=0,0137) (Fig. 8B,C).

Nao se observaram mudancas na deposi¢ao de ferro em resposta a infecgcdo nos
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periodos médio e final da gestagdo (Fig. 8B,D,E). Estes dados sugerem que o
aumento na deposigdo de ferro no inicio da gestacdo pode estar relacionado ao
aumento do mRNA de HO-1 na interface materno fetal.

Entdo, com a finalidade de investigar se os efeitos adversos da malaria na
gestacao estariam diretamente associados a alta expressdo de HO-1 ou se, pelo
contrario, estas alteragdes estariam sendo produzidas devido a que os niveis de HO-
1 ndo estdo sendo produzidos em quantidades suficientes para reverté-los, no
presente estudo fémeas gestantes infectadas nos trés periodos da gestagao (inicial,
médio e final) foram tratadas com o indutor (CoPPIX), o inibidor (ZnPPI1X) da enzima

ou com veiculo como controle.
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Figura 8. Expressao de mRNA de HO-1 e deposigao de ferro em tecidos da interface materno-
fetal. Camundongos BALB/c inoculados com 5x10* hemacias infectadas com P. berghei ANKA por via
i.p. em trés diferentes periodos da gestagdo. (A) Analise de expressdo de mRNA para HO-1 em
utero/placenta por gPCR. (B) Quantificacdo da marcacao para deteccao de ferro por drea em cortes

histoldgicos de utero/placenta corados com Prussian blue. (C,D,E) Fotomicrografias representativas da
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coloragao de Prussian blue para detecgéo de ferro, evidenciada pela cor azul. Barra de escala: 50 um.
Tecidos de animais dos grupos NG/NI, 8dG/NI, 12dG/NI e 19dG/NI foram utilizados como controle. Os
dados sao representados como a média * erro padrao da média, sendo cada ponto a medida de cada
animal dentro do grupo. Os dados foram analisados pelo teste t. NG: ndo gestante, NI: ndo infectado,

dG: dias de gestacao, dl: dias de infecgdo. *: p<0,05; **: p<0,01.

5.5. Efeitos dos tratamentos com o inibidor ou indutor da HO-1 em
camundongos gestantes e nao infectados

Antes de iniciar os experimentos em camundongos gestantes infectados, foram
realizados experimentos em camundongos gestantes nao infectados para averiguar
se os tratamentos e as doses utilizadas afetariam alguns parametros maternos bem
como 0 sucesso gestacional e assim comprovar a seguranga das drogas (CoPPIX e
ZnPPIX) e do veiculo. Para isso, foram aplicados desenhos experimentais
esquematizados na figura 9A.

Os niveis de hemoglobina foram mensurados em animais gestantes dos trés
periodos gestacionais em estudo e foi verificado que nédo houve diferengas neste
parametro independentemente se os animais foram tratados com CoPPIX, ZnPPIX ou
veiculo. Além disso, os niveis de hemoglobina foram similares aos de animais
gestantes nao infectados (Fig. 9B). Quanto aos niveis de glicose sérico, ao longo da
gestacao estes foram semelhantes aqueles observados em animais gestantes nao
tratados e ndo se observaram diferencas entre os grupos, com excecao de um
aumento da glicemia no grupo 8dG/NI/ZnPPIX em relagdo ao grupo 8dG/NI/CoPPIX
(p=0,0325) (Fig. 9C).

A proporcao de sitios normais e anormais foi avaliada e nao foram encontradas
diferengas estatisticas entre os grupos ao longo da gestagcao independentemente do
tratamento recebido pelos animais. Além disso, os resultados dos animais tratados
em cada periodo gestacional foram semelhantes aos seus respectivos controles
gestantes nao infectados e nao tratados (Fig. 9D). Também foi analisado o numero de
sitios de implantagao totais por cada fémea e foi notado que apesar de uma tendéncia
a haver menos sitios de implantagao em camundongos do grupo 8dG/NI/ZnPPIX, ndo
existiram diferengcas notaveis entre os grupos tratados com CoPPIX, ZnPPIX ou
veiculo (Fig. 9E). Do mesmo modo, foram avaliados os pesos fetais (Fig. 9F) e

placentarios (Fig. 9G) em animais de 19dG/NI sem encontrar diferengas estatisticas
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entre os grupos, sendo os mesmos similares aos pesos fetais e placentarios de
animais gestantes nao infectados e nao tratados.

Baseado nestes resultados é possivel inferir que os tratamentos administrados
na dosagem e tempos indicados no presente trabalho s&o inofensivos para a mée e
nao afetam significativamente o resultado da gestacdo em camundongos BALB/c.
Portanto os efeitos induzidos pelos tratamentos em animais gestantes infectados
seriam o resultado de interacdes especificas produzidas durante a infecgao.

Como neste trabalho foram apresentadas as alteracdes induzidas pela infecgéo
por PbA ao longo da gestagao, daqui em diante o grupo controle das analises sera o
grupo gestante infectado e tratado com veiculo, na investigagdo dos efeitos da
inducgao ou inibigdo da HO-1 no resultado da gestagdo em animais infectados. A média
dos resultados apresentados pelos animais gestantes, ndo infectados e nao tratados

(8dG/NI, 12dG/NI ou 19dG/NI) sera mostrada como uma linha tracejada nos graficos.



60

8dG 12dG 19dG
Eutanasia Eutanasia Eutanasia
dG1 2 3 4 56 7 8 567 89101112 12 13 141516 17 1819
I I I
Detecgao Tratamentos Tratamentos Tratamentos
do tampao
vaginal
B
ry ) jy
] i 2 2
210 5 )
© © ©
£ = c
o o o
o o =]
T I g
\q’b :\‘be K @
C 200

Glicemia (mg/dL)

e_,\o\§° qu‘ g‘?&
SE
S g
& 7 F

D ==  Anormal m=  Anormal
—— Normal
= 100 — 100+
B3 =
8 754 8 75
hei g
c [=
3 501 3 50
E E
8 254 3
8 8
@ 0- @
e’\
R
60\ & >
@ K
ia —_
o] =2
E F 0.20
£ 2
- [}
52 S
2 2
2 &
= o 3 &
P A N
v\e’\ooogq ¢
NN
C:)e Q\t\ C‘:'\‘\ S
F P o

Figura 9. Avaliacao do efeito dos tratamentos com inibidor e indutor da HO-1 em animais
gestantes nao infectados. (A) Desenho experimental: camundongos BALB/c gestantes nao infectados
foram eutanasiados aos 8, 12 e 19 dias de gestagao. Os tratamentos com CoPPIX, ZnPPIX ou veiculo
foram administrados nos 3 dias prévios a eutanasia. (B) Niveis de hemoglobina maternos. (C) Niveis

séricos de glicose maternos. (D) Percentagem de sitios de implantacdo normais e anormais. (E)
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Numero de sitios de implantagéo por fémea. (G) Peso fetal, cada ponto representa a medida de um
feto. (I) Peso placentario, cada ponto representa a medida de uma placenta. As linhas tracejadas
indicam a média do grupo gestante ndo infectado e n&o tratado em cada periodo gestacional (8dG/NI,
12dG/NI, 19dG/NI) e para cada parametro avaliado. N=4 animais por grupo. Os dados sao
representados como pela média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste One-way ANOVA
com poés-teste de Bonferroni (B,C,F,G) ou Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn (D,E). NI: ndo
infectado, dG: dias de gestagao. *: p<0,05; ****: p<0,0001.

5.6.Avaliacao do efeito da indugao e inibicao de HO-1 no inicio da gestacgao

Com a finalidade de pesquisar qual € o papel de HO-1 na malaria durante o
inicio da gestagdo, camundongos gestantes infectados foram utilizados seguindo o
esquema descrito na figura 10A. Os camundongos foram infectados no primeiro dia
da gestacgao, tratados no 5°, 6° e 7° dia de gestacdo e eutanasiados no 8° dia de
gestacao.

A andlise da parasitemia revelou que camundongos de ambos 0s grupos
8dG/7dI/CoPPIX (p=0,0467) e 8dG/7dl/ZnPPIX (p=0,0109) exibiram menores
proporcdes de hemacias infectadas no sangue quando comparados com o controle
8dG/7dl/Veiculo (Fig. 10B).

A fim de se estudar quais seriam os efeitos dos tratamentos no parasitismo
tecidual na interface materno-fetal neste periodo gestacional, foi quantificada a area
ocupada pela hemozoina em imagens de cortes histologicos capturadas usando
microscopia de polarizagédo, devido a propriedade deste pigmento parasitario de
desviar a luz polarizada. Como pode ser observado na figura 10C e 10M, apenas o
tratamento com inibidor de HO-1 (ZnPPIX) levou a uma diminuicdo na deposicao de
hemozoina na decidua dos sitios de implantacdo em relagdo ao grupo tratado com
veiculo (p=0,0045). Da mesma forma, os camundongos do grupo 8dG/7dl/ZnPPIX
apresentaram maiores niveis de hemoglobina em relagcdo aos animais
8dG/7dlI/Veiculo (p=0,0122) (Fig. 10D); bem como maiores concentragdes de glicose
sérica em comparagao com os grupos 8dG/7d|/Veiculo (p=0,0279) e 8dG/7dI/CoPPIX
(p=0,0080) (Fig. 10E). Por outro lado, os resultados dos niveis séricos de TGF- que
foram menores em relagdo aos animais gestantes nao infectados, sendo que o grupo
8dG/7dI/CoPPIX apresentou niveis menores quando comparado com 0S Qgrupos
8dG/7dl/Veiculo (p=0,0187) e 8dG/7dl/ZnPPIX (p=0,0102) (Fig. 10F).

Os animais gestantes infectados apresentaram semelhantes numeros de sitios

de implantagao por cada fémea independentemente do tratamento administrado (Fig.
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10G). Quando estes sitios de implantagéo foram classificados em normais e anormais
foi encontrado que camundongos dos grupos 8dG/7dl/Veiculo e 8dG/7dl/CoPPIX
mostraram altas taxas de sitios anormais (86 e 79%, respectivamente). De maneira
interessante, camundongos do grupo 8dG/7dl/ZnPPIX tiveram uma menor proporgao
de sitios anormais em comparagdo com os animais 8dG/7dl/Veiculo (p=0,0334) (Fig.
10H,M). Em concordancia, a avaliagao histologica dos sitios de implantagao revelou
que na maioria dos animais dos grupos 8dG/7dl/Veiculo e 8dG/7dl/CoPPIX
apresentaram hemorragias intrauterinas, abundantes hemacias infectadas
espalhadas no tecido decidual em necrose (Fig. 10M). Ao contrario, na maioria dos
animais do grupo 8dG/7dl/ZnPPIX observaram-se sitios de implantagdo sem
alteracdes histologicas importantes (Fig. 10M). De fato, camundongos do grupo
8dG/7dl/ZnPPIX apresentaram maiores areas deciduais quando comparado com 0s
grupos 8dG/7dl/Veiculo (p=0,0035) e 8dG/7dI/CoPPIX (p=0,0441) (Fig. 10I).

Quanto ao numero de uMCs, este nao foi alterado independentemente do grupo
experimental (Fig. 10J,M). No entanto, foi observado que camundongos do grupo
8dG/7dI/ZnPPIX apresentaram maiores numeros de células uNK em relacao a
animais 8dG/7dI/CoPPIX (p=0,0019) e 8dG/7dl/Veiculo (p=0,0028) (Fig. 10K,M). Além
disso, camundongos 8dG/7dl/ZnPPIX apresentaram menor deposi¢cao de ferro nos
sitios de implantagao quando comparado com os animais 8dG/7dl/Veiculo (p=0,0163)
(Fig. 10L,M).

Estes resultados apontam uma importante melhora no curso da gestacao,
quando camundongos no inicio da gestacao sao infectados e tratados com o inibidor
de HO-1. Por conseguinte, é possivel que a alta expressdao de HO-1 causada pela
infeccéo seja prejudicial no inicio da gestagao, sendo que as alteragbes observadas
sao parcialmente revertidas pelo tratamento com ZnPPIX. No cenario contrario, o
tratamento com indutor da HO-1 durante a infeccdo no mesmo periodo da gestacao

nao levou a nenhuma melhoria nos parametros verificados no presente trabalho.
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Figura 10. Avaliagédo da indugao e inibicdo de HO-1 na malaria durante o inicio da gestacao. (A)
Desenho experimental: camundongos BALB/c foram inoculados com 5x10* hemacias infectadas com
P. berghei ANKA por via i.p. no dia da detecgdo do tampéao vaginal. Amostras de sangue da cauda
foram coletadas para quantificagdo da parasitemia aos 3, 5 e 7 dias ap6s a infecgdo. Os tratamentos
com CoPPIX, ZnPPIX ou veiculo foram administrados nos 3 dias prévios a eutanasia. As fémeas foram
eutanasiadas aos 8 dias de gestagao para coleta de amostras de soro e tecido que foram utilizadas
para o restante das analises. (B) Parasitemia quantificada por citometria de fluxo. (C) Percentagem da
area ocupada pela hemozoina na decidua. (D) Niveis de hemoglobina maternos. (E) Niveis séricos de

glicose maternos. (F) Niveis de TGF-B no soro mensurados por ELISA. (G) Numero de sitios de
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implantacdo por fémea. (H) Percentagem de sitios de implantacdo normais e anormais. (1) Area
ocupada pela decidua nos sitios de implantacdo. (J) Quantificagdo de mastécitos uterinos (UMCs). (K)
Numero de células NK uterinas (UNK) por area. (L) Quantificagdo da marcagao para detecgéo de ferro
por area. (M) Imagens representativas (de esquerda para direita) dos cornos uterinos, mostrando o
aspecto dos sitios de implantacdo; dos sitios de implantacdo corados com H&E, mostrando
amplificagcbes de campos microscépicos da decidua; da decidua usando microscopia de polarizagédo
para evidenciar deposi¢cao de hemozoina; do miométrio corado com azul de toluidina para detecgao de
uMCs, apontados com setas; da decidua submetida a histoquimica para marcagao de células uNK; da
decidua em cortes corados com Prussian blue para detecgéo de ferro, evidenciada pela cor azul. As
linhas tracejadas indicam a média do grupo gestante nio infectado e nao tratado para este periodo
gestacional (8dG/NI) em para cada paradmetro avaliado. Os dados s&o representados como a média +
erro padrao da média, sendo cada ponto a medida de cada animal dentro do grupo. Os dados foram
analisados pelo teste Two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni (B), One-way ANOVA com pos-
teste de Bonferroni (D,E,G,I,J,K) ou Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn (C,F,H,L). dG: dias de
gestacéo, dl: dias de infecgao. *: p<0,05; **: p<0,01.

5.7.Avaliacao do efeito da inducao e inibicao de HO-1 na metade da gestagao

Com o intuito de investigar qual é o papel da HO-1 na malaria durante a metade
da gestacdo, camundongos gestantes infectados foram utilizados seguindo o
esquema descrito na figura 11A. Os camundongos foram infectados no quinto dia da
gestagéo, tratados no 9° 10° e 11° dia de gestacdo e eutanasiados no 12° dia de
gestacao.

A analise da parasitemia mostrou que camundongos tratados com o indutor da
HO-1 (12dG/7dIl/CoPPIX) apresentaram uma parasitemia média semelhante aqueles
camundongos tratados apenas com veiculo. De maneira notavel, camundongos
tratados com o inibidor da HO-1 (12dG/7dl/ZnPPIX) exibiram menores niveis de
parasitemia no 7° dia de infec¢gdo quando comparado com o grupo 12dG/7dl/CoPPIX
(p=0,0416) (Fig. 11B). Do mesmo modo, ao avaliar a deposi¢ao da hemozoina em
tecido decidual observaram-se niveis comparaveis de acumulo desse pigmento
parasitario nas deciduas de camundongos dos grupos 12dG/7dI/CoPPIX e
12dG/7dI/Veiculo. Embora sem diferenga estatisticamente significativa, os animais do
grupo 12dG/7d1/ZnPPIX tiveram uma tendéncia a ter menor deposi¢ao decidual de
hemozoina quando comparado com 12dG/7dl/CoPPIX e 12dG/7dl/Veiculo (Fig. 11C).

Enquanto os niveis de hemoglobina no grupo 12dG/7dI/ZnPPIX foram maiores
em relagdo ao grupo 12dG/7dl/Veiculo (p=0,0339) (Fig. 11D), as concentragdes de

glicose (Fig. 11E) e TGF-B no soro materno (Fig. 11F) ndo foram restaurados
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independentemente do tratamento utilizado nos camundongos infectados neste
periodo gestacional. No entanto, a avaliagdo do aspecto dos sitios de implantagao
revelou que fémeas dos grupos 12dG/7dI/Veiculo e 12dG/7dl/CoPPIX mostraram uma
alta propor¢cdo de sitios de implantagdo anormais, enquanto que o grupo
12dG/7dl/ZnPPIX apresentou uma menor propor¢gdo em relacdo a ambos grupos
(p=0,0496 e p=0,0425, respectivamente) (Fig. 11G,H). Ao analisar a area ocupada
pelas camadas uteroplacentarias, foi encontrado que estas foram semelhantes entre
os grupos independentemente do tratamento utilizado (Fig. J-L).

Em relacéo as contagens de uMCs e células uNK, foi observado que o numero
de uMCs foi reduzido em camundongos do grupo 12dG/7dI/ZnPPIX em relagcéo as
fémeas do grupo 12dG/7dlI/Veiculo (p=0,0427) (Fig. 11M,P), ao mesmo tempo que as
células uNK se elevaram em fémeas do grupo 12dG/7dI/CoPPIX quando comparadas
com 12dG/7dl/Veiculo (p=0,0161) (Fig. 11N,P). Em conclusao, durante a metade da
gestacao a indugao da HO-1 durante a infecgao levou a um aumento no niumero de
células uNK enquanto que a inibicdo durante a infecgao levou a diminuicdo dos uMCs.
Contudo, as alteracdes nestas populacdes ndo levaram a um melhor remodelamento
das artérias espiraladas, como foi evidenciado pela imunomarcagéo de a-SMA (Fig.
11P). Por ultimo, ao quantificar a deposi¢cao de ferro nos sitios de implantagdo, nado
foram encontradas diferengas entre os grupos independentemente do tratamento
utilizado (Fig. 110,P).
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Figura 11. Avaliagdo da indugao e inibicio de HO-1 na malaria durante a metade da gestacgao.
(A) Desenho experimental: camundongos BALB/c foram inoculados com 5x10* hemacias infectadas
com P. berghei ANKA por via i.p. no quinto dia de gestacdo. Amostras de sangue da cauda foram
coletadas para quantificagdo da parasitemia aos 3, 5 e 7 dias apds a infecgao. Os tratamentos com
CoPPIX, ZnPPIX ou veiculo foram administrados nos 3 dias prévios a eutanasia. As fémeas foram

eutanasiadas aos 12 dias de gestagao para coleta de amostras de soro e tecido que foram utilizadas
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para o restante das andlises. (B) Parasitemia quantificada por citometria de fluxo. (C) Percentagem da
area ocupada pela hemozoina na decidua. (D) Niveis de hemoglobina maternos. (E) Niveis séricos de
glicose maternos. (F) Niveis de TGF-B no soro mensurados por ELISA. (G) Percentagem de sitios de
implantagdo normais e anormais. (H) Imagens representativas dos cornos uterinos, mostrando o
aspecto dos sitios de implantagdo. (1) Imagens representativas dos sitios de implantagdo corados com
H&E. (J) Quantificagdo da area ocupada pela decidua. (K) Quantificagdo da area ocupada pela zona
juncional. (L) Quantificagdo da area ocupada pelo labirinto. (M) Quantificacdo de mastdcitos uterinos
(uMCs). (N) Numero de células NK uterinas (UNK) por area. (O) Quantificagdo da marcagéo para
deteccéo de ferro por area. (P) Imagens microscépicas representativas, mostrando (de cima para
abaixo) a decidua usando microscopia de polarizagao para evidenciar deposicdo de hemozoina; do
miométrio corado com azul de toluidina para deteccdo de uMCs, apontados com setas; da decidua
submetida a histoquimica para marcagao de células uNK; da decidua em cortes corados com Prussian
blue para detecgéo de ferro, evidenciada pela cor azul. As linhas tracejadas indicam a média do grupo
gestante nao infectado e n&o tratado para este periodo gestacional (12dG/NI) em para cada parametro
avaliado. Os dados séo representados como a média * erro padrdo da média, sendo cada ponto a
medida de cada animal dentro do grupo. Os dados foram analisados pelo teste Two-way ANOVA com
pos-teste de Bonferroni (B), One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni (C,D,E,F,J,K,.L,N) ou
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn (G,M,0). dG: dias de gestacao, dl: dias de infecgdo. *: p<0,05.

5.8. Avaliacao da inducgao e inibicdo de HO-1 na malaria durante o final da
gestacao

Finalmente, para avaliar o papel da HO-1 na malaria durante o final da
gestacao, o esquema representado na figura 12A foi utilizado. As fémeas no 12° dia
de gestacdo foram infectadas, posteriormente tratadas com CoPPIX, ZnPPIX ou
veiculo nos 3 dias prévios a eutanasia que foi feita no 19° dia de gestacgao.

No final da gestagao nao foi observada nenhuma alteracdo na parasitemia dos
camundongos tratados com o indutor ou o inibidor da HO-1, quando comparados com
o veiculo (Fig. 12B). Além disso, ndo foi observada uma alteragéo significativa na
deposicdo de hemozoina na placenta desses animais (Fig. 12C,D). Da mesma
maneira, ndo se observaram diferencas entre os grupos ao avaliar os niveis de
hemoglobina (Fig. 12E) e glicemia maternos (Fig. 12F). Quanto aos niveis de TGF-3
no soro materno, estes foram mais elevados no grupo 19dG/7dl/ZnPPIX em relagao
ao grupo 19dG/7dl/Veiculo (p=0,0440) (Fig. 12G).

O exame dos cornos uterinos no momento da eutanasia mostrou que os
animais apresentaram uma proporgéo semelhante de sitios de implantagao normais e
anormais independentemente do tratamento utilizado (Fig. 12H,l). Do mesmo modo,

0 peso placentario permaneceu imutavel entre as condi¢gdes experimentais (Fig. 12J),
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entretanto, o peso fetal foi maior em fetos de mées infectadas que receberam
tratamento inibidor da HO-1. O peso destes fetos foi maior em comparagao aos fetos
de maes infectadas que receberam tratamento com CoPPIX (p=0,0035) ou veiculo
(p<0,0001) (Fig. 12K).

Quanto aos espacos vasculares na camada de labirinto, os grupos de estudo
apresentaram resultados semelhantes (Fig. 12L,M). O mesmo aconteceu ao avaliar a
area das camadas placentarias decidua (Fig. 12N), zona juncional (Fig. 120) e
labirinto (Fig. 12P), bem como a deposic¢ao de ferro em tecido placentario (Fig. 12Q,R),
0s camundongos apresentaram resultados comparaveis nestes parametros
independentemente do tratamento administrado.

Em suma, estes resultados mostram que, apesar da expressdo do mRNA de
HO-1 no modelo utilizado neste trabalho para o estudo da malaria no final da gestagéo,
a modulagao farmacoldgica da enzima nao levou a alteragdes significativas nos efeitos
adversos da infecgao no curso final da gestagao; principalmente quando se considera
a inducado da enzima, a qual ndo levou a melhoras em relagdo aos animais tratados
com veiculo. O tratamento com o inibidor da HO-1 levou a leve melhora, restrita a
manutencao do peso fetal e aos niveis de TGF-B no soro materno.

Resumindo os achados descritos acima, na medida que a gestagao avanga, a
modulagdo da HO-1 se torna menos eficiente em contrabalangar os efeitos adversos
induzidos pela infecgdo durante a gestagdo. Com o objetivo de pesquisar possiveis
mecanismos envolvidos nestes resultados, foram mensuradas diferentes moléculas

no soro materno e na interface materno-fetal dos camundongos.
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Figura 12. Avaliagao da indugéao e inibicdo de HO-1 na malaria no final da gestagao. (A) Desenho

experimental: camundongos BALB/c foram inoculados com 5x10* hemacias infectadas com P. berghei

ANKA por via i.p. no 12° dia

de gestacdo. Amostras de sangue da cauda foram coletadas para

quantificagao da parasitemia aos 3, 5 e 7 dias apds a infecgdo. Os tratamentos com CoPPIX, ZnPPIX

ou veiculo foram administrados

nos 3 dias prévios a eutanasia. As fémeas foram eutanasiadas aos 19

dias de gestacdo para coleta de amostras de soro e tecido que foram utilizadas para o restante das

analises. (B) Parasitemia quantificada por citometria de fluxo. (C) Percentagem da area ocupada pela

hemozoina na placenta. (D) Imagens representativas usando microscopia de polarizagdo para

evidenciar deposicdo de hemozoina na camada de labirinto. (E) Niveis de hemoglobina maternos. (F)
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Niveis séricos de glicemia maternos. (G) Niveis de TGF-B no soro mensurados por ELISA. (H)
Percentagem de sitios de implantagdo normais e anormais. (I) Imagem macroscépica representativa
dos cornos uterinos. (J) Peso placentario. (K) Peso fetal e imagens macroscopicas representativa dos
fetos. (L) Analise dos espagos vasculares na camada de labirinto. (M) Imagens representativas da
camada de labirinto em cortes de placenta corados com H&E. (N) Quantificagdo da area ocupada pela
decidua. (O) Quantificagdo da area ocupada pela zona juncional. (P) Quantificagdo da area ocupada
pelo labirinto. (Q) Quantificagdo da marcagao para deteccao de ferro por area, em cortes de placenta
corados com Prussian blue. (R) Imagens representativas da coloragdo de Prussian blue para detec¢ao
de ferro, evidenciada pela cor azul. As linhas tracejadas indicam a média do grupo gestante nao
infectado e ndo tratado para este periodo gestacional (19dG/NI) em para cada parametro avaliado. Os
dados séao representados como a média * erro padrao da média, sendo cada ponto a medida de cada
animal dentro do grupo, com excecao dos graficos J,K e L, nos quais cada ponto representa um feto
ou uma placenta de maneira individual. Os dados foram analisados pelo teste Two-way ANOVA com
pos-teste de Bonferroni (B), One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni (E,G,H,K,L,N,O,P) ou
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn (C,F,J,Q). dG: dias de gestagao, dl: dias de infecgéo. *: p<0,05;
**xx: p<0,0001.

5.9.Niveis de citocinas em utero/placenta

Com a finalidade de se estudar a resposta imune local associada a infecgao
por P. berghei ANKA durante a gestacédo, bem como o efeito da modulagao da HO-1,
as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF, IFN-y e TGF- foram mensurados em
sobrenadantes de homogenatos de tecidos de utero/placenta.

Os resultados mostraram que os niveis teciduais de IL-2 se encontraram
elevados no grupo 8dG/8dl/ZnPPIX quando comparado com 0s grupos
8dG/8dl/Veiculo (p=0,0189) e 8dG/8dl/CoPPIX (p=0,0129) (Fig. 13A). Nao foram
observadas alteragdes significativas nas concentragdes desta citocina em tecidos
utero-placentarios de camundongos de 12dG ou 19dG, independentemente se estes
foram infectados ou do tratamento administrado (Fig. 13A).

Os niveis de IL-4 foram comparaveis entre os grupos de estudo, independente
das condigdes experimentais (Fig. 13B), enquanto que a maioria das amostras
apresentaram concentragdes de IL-10 inferiores ao limite de detecgao do kit (Fig.
13C).

Os niveis de IL-17A mostraram-se estar mais elevados em sitios de
implantagdo de camundongos do grupo 12dG/7dl/CoPPIX, em relagdo a
camundongos do grupo 12dG/7dl/Veiculo (p=0,0216). Também foi observado um
aumento nos niveis desta citocina em placentas de camundongos 19dG/7dl/ZnPPIX
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quando comparados com amostras do grupo 19dG/7dl/CoPPIX (p=0,0439), assim
como também foi observado que o grupo 8dG/7dl/ZnPPIX teve maiores niveis de IL-
17A quando comparado com outras amostras de 8dG/7dl/CoPPIX (p=0,0299) (Fig.
13D).

IFN-y apresentou-se elevada em resposta a infeccdo nos 3 periodos
gestacionais estudados. Sitios de implantacédo de fémeas de 8dG/7dl e 12dG/7dl
exibiram elevados niveis de IFN-y em relacdo aos animais no mesmo periodo
gestacional ndo infectados (8dG/NI e 12dG/NI) independentemente de serem tratados
com veiculo (p=0,0025 e p=0,0191; respectivamente), CoPPIX (p=0,0033 e p=0,0162;
respectivamente) ou ZnPPIX (p=0,0044 e p=0,0007; respectivamente). No final da
gestagdo, placentas de camundongos 19dG/7dl/Veiculo (p=0,0012) e
19dG/7d1/ZnPPIX (p=0,0493) também apresentaram elevagéo nos niveis de IFN-y em
relacdo ao grupo 19dG/NI. Os niveis de IFN-y foram aparentemente mais elevados
nos animais do grupo 19dG/7dl/CoPPIX, sendo esses niveis significativamente
menores em relacéo aos do grupo 19dG/7d|/Veiculo (p=0,0107) (Fig. 13E).

Por outro lado, foi observado que sitios de implantagdo de camundongos dos
grupos 8dG/7dl/Veiculo (p=0,0358) e 8dG/7dl/CoPPIX (p=0,0182), mas néo
8dG/7dl/ZnPPIX, exibiram maiores niveis de IL-6 em comparagdo com O grupo
8dG/NI. Os tecidos de camundongos de 12dG e 19dG apresentaram niveis minimos
de IL-6 independentemente das condi¢cdes experimentais (Fig. 13F).

De maneira interessante, foi observado um aumento significativo nos niveis de
TNF em sitios de implantagdo de camundongos do grupo 8dG/7dl/Veiculo em relagéao
aos animais do gripo 8dG/NI (p=0,0068). De maneira oposta, enquanto os sitios de
implantagéo deste grupo gestante, infectado e tratado com veiculo apresentaram altos
niveis de TNF, os sitios de implantacdo de fémeas do grupo 8dG/7dl/ZnPPIX
apresentaram niveis reduzidos desta citocina quando comparados com 0s grupos
8dG/7dl/Veiculo (p=0,0115) e 8dG/7dI/CoPPIX (p=0,0292). Os niveis de TNF em
amostras de 12dG e 19dG foram baixas e semelhantes entre os grupos de estudo
desses tempos gestacionais (Fig. 13G).

Por ultimo, ao analisar os niveis teciduais de TGF-$ foi observado que esta
citocina se eleva naturalmente durante a gestacdo em sitios de implantacao de 8dG/NI
quando comparado com amostras de utero de fémeas NG/NI (p=0,0021). Esta citocina
apresenta niveis mais elevados em sitios de implantacdo de fémeas 12dG/NI em

comparagao com fémeas dos grupos NG/NI e 8dG/NI (p<0,0001). No entanto, em
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placentas de camundongos nao infectados aos 19dG foi observado que esta citocina
depois apresenta uma queda em relagao ao grupo 12dG/NI (p=0,0012). No periodo
inicial da gestacdo foi detectado que sitios de implantagdo de camundongos
8dG/7dl/ZnPPIX apresentaram menores niveis de TGF-B em relagdo aos grupos
8dG/NI (p=0,0099), 8dG/7dI/Veiculo (p=0,0008) e 8dG/7dI/CoPPIX (p=0,0151). No
periodo médio da gestacdo nao foram observadas diferengas nos niveis locais desta
citocina em resposta a infeccdo ou a modulacdo de HO-1. Aos 19dG/7dl, placentas
de camundongos tratados com ZnPPIX apresentaram menores niveis de TGF- em
comparacgao ao grupo 19dG/NI (p=0,0233) (Fig. 13H).

A plotagem dos dados em graficos de radar permitiu observar de maneira geral
quais grupos apresentaram diferengas marcantes no seu perfil das citocinas avaliadas
na interface materno-fetal. Pode-se notar que no inicio da gestagdo camundongos do
grupo 8dG/7dl/ZnPPIX apresentaram menores niveis de TNF e maiores niveis de IL-
17 em comparagdgo com camundongos dos grupos 8dG/7dl/Veiculo e
8dG/7dI/CoPPIX, os quais apresentaram praticamente o mesmo perfil de citocinas
(Fig. 14A). E importante também ressaltar que a resposta pro-inflamatéria local
causada pela infecgao no inicio da gestacao parece ser conduzida pelas citocinas TNF
e |IL-6, sendo estas as unicas citocinas, dentro das avaliadas no presente estudo, que
foram diferencialmente aumentadas durante o inicio da gestagdo em decorréncia da
infeccdo, e que no caso de TNF esteve reduzida no grupo 8dG/7dl/ZnPPIX.

De modo geral é possivel observar em camundongos de 12dG (Fig. 14B) e
19dG (Fig. 14C) que, além dos aumentos significativos nos niveis de IFN-y como
consequéncia da infecgdo, os grupos pertencentes a estes periodos gestacionais
apresentaram perfis de citocinas comparaveis independentemente da infecgdo ou a

modulag¢ao farmacoldgica da HO-1.



73

8dG 12dG 194G 8dG 124G 194G 8dG 12dG 19dG
0.8+ R 2.0
T ® T T
= (e} [} £ B
2 0.64 [} 2
g . g £
8 ] B
2 2 E
g g g
3 3 °
2 = 3
‘\\\& N \‘\ -\-Qd- \e\ ++ 0\‘\@ sk \e\ ++ \‘s e ‘\\x Q-l-qd- \e\ <2+<2d_cg\‘\ o
ORI s <8 a5t @ 0L O d§3 S ‘? S
S el b\t}\b\ &“\6\\&@ t,\&\&(" S St “M\b\\ SR
S IS S e bca(lo“@\ e“é‘bca{‘ t,c?\'\é‘ e<\ SN e &
F N X S Y I FePeP G
8dG 12dG 19dG 8dG 12dG 19dG 8dG 12dG 19dG
2.0+ . 4 40+
° ° R E °
% % . ( ] - 8 (-]
ém- R Eaz- o s 2201 o
E— g ~
2 05 . ;e =1 o % 10
= ° ® 5 g . [ i = °
0 0
C;e-@\qﬂ-\*- \exq‘qu- \e-\ N O\e\\so\otqq\-\e\ +Qd- \e\d) Ot {\x\ Qd- Sk Q\+ @:}W\Q‘“h
V\ée‘o(\b S o ‘\6@‘ ?:oo TPt & & 69‘:: IS
S S &‘*e&c’a\““ ;‘Cs?‘s\ & (\s\“ @@di\\ i’g@% po \;\”'&i‘eﬁ"“&
& ey b"’\eS’\e?’(\ S <\c’ bc’f’\é\ DL LG9 ¢
IS N NS & [ QP N »96\
G 8dG 12dG 19dG H 8dG 12dG 19dG
B0 e, 1000-
T ° £ #
< 60 A g 8007 ” e .
g ] & ® 5
® ° 8 600 o [0S ® ®
o 40 o 2 - O o®
£ S 4001 ** %0 4@ erod
2 g 4
= 201 T 2001
F @ I
0_
C”\i@\)‘?tq* \e-\‘2 qu‘ \v\(}\} Aok ‘\@\\iﬁé \Q'zqd‘ \e-\q‘;q\*‘ \e\q ot
@ G
S \\0%\1}\ & \\00(1’0 S \\CP\"VQ Q’Z\V\\ XN \\CPQ’Q S \\Qof"o
S c,\’\c.;‘% '\ o oﬁé\%(\ s %Q &Eo\
PP oBfad ,\qb.g PP Badad .9° o

Figura 13. Impacto da modulagao de HO-1 durante a malaria gestacional no perfil de citocinas

em amostras de homogenatos de utero/placenta. Amostras de sitios Utero/placenta foram

homogeneizadas e o sobrenadante foi utilizado para mensuragéo das concentragdes de IL-2 (A), IL-4
(B), IL-10 (C), IL-17A (D), IFN-y (E), IL-6 (F), TNF (G) pelo método CBA e TGF-f (H) por ELISA. As

dosagens foram normalizadas de acordo a concentragdo de proteinas presente nas amostras. Os

dados sao representados como a média * erro padrao da média, sendo cada ponto a medida de cada

animal dentro do grupo. Os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA com pés-teste de

Bonferroni (B,E,G,H) ou ambos Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn e One-way ANOVA com pés-

teste de Bonferroni

(A,D,F). NG: nado gestante, NI: ndo infectado, dG: dias de gestacgédo, dl: dias de infecgao.

p<0,01; ***: p<0,001; ****; p<0,0001. #: indica diferenca estatistica

dependendo da normalidade dos dados no determinado periodo gestacional

*: p<0,05; **:
entre o grupo 12dG/NI e os grupos

NG/NI e 8dG/NI com p<0,0001. &: indica diferenga estatistica entre o grupo 12dG/NI e o grupo 19dG/NI

com p=0,0012.
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Figura 14. Perfil de citocinas durante a malaria em trés periodos da gestagao. Foram construidos

graficos de radar para visualizagao do perfil das citocinas apresentadas na figura 8. NG: n&o gestante,

NI: ndo infectado, dG: dias de gestagao, dlI: dias de infecgao.
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5.10. Avaliagao dos niveis de heme, ferro e peroxidagao lipidica

Os dados apresentados no presente trabalho mostram que a malaria é capaz
de induzir efeitos prejudiciais ao longo da gestacédo e que esses efeitos geralmente
estdo associados a um aumento na expressdo de HO-1. Além disso, os resultados
adversos da gestagcao sado reduzidos quando os camundongos sao tratados com
inibidor da HO-1, principalmente no inicio da gestacdo. De maneira interessante, no
inicio da gestagéo acontece o aumento mais acentuado na expressdo de HO-1 nos
sitios de implantagdo de fémeas infectadas em relagdo ao controle gestante nao
infectado, em conjunto com deposi¢ao de ferro nos sitios de implantagéao.

Sendo heme e ferro o substrato e um dos produtos de degradagdo da HO-1,
respectivamente, nos propusemos pesquisar qual seria o status destas moléculas nos
grupos de estudo e sua possivel influéncia no estresse oxidativo local,
especificamente na peroxidacao lipidica.

Primeiramente, foi verificado que existe um aumento nos niveis séricos de
heme como consequéncia da infecgdo, sendo que camundongos do grupo
8dG/7dl/Veiculo apresentaram niveis séricos de heme elevados se comparados com
camundongos do grupo 8dG/NI (p=0,0040). Ainda este aumento foi também
observado no grupo 8dG/7dI/CoPPIX em relagao ao grupo 8dG/NI (p=0,0412), nédo
sendo observado um aumento significativo no grupo 8dG/7dI/ZnPPIX. Na metade da
gestagcdo nao foram observadas alteragdes nas concentra¢gdes de heme no soro em
resposta a infeccdo independentemente dos tratamentos, enquanto que no final da
gestacao foi demostrada uma elevagdo no heme sérico em resposta a infeccao nos
grupos  19dG/7dl/Veiculo  (p=0,0005), 19dG/7dl/CoPPIX  (p=0,0186) e
19dG/7dl/ZnPPIX (p=0,0037) em relacéo aos animais 19dG/NI (Fig. 15A).

Ao se avaliar os niveis de heme nos tecidos uteroplacentarios, foi encontrado
que de maneira similar ao resultado no soro, fémeas do grupo 8dG/7dl/Veiculo
apresentaram maiores niveis teciduais de heme em relagdo a camundongos do grupo
8dG/NI (p=0,0455). Também, camundongos dos grupos 12dG/7dI/Veiculo (p=0,0283)
e 12dG/7dl/ZnPPIX (p=0,0487) apresentaram niveis aumentados de heme nesses
tecidos se comparados com camundongos do grupo 12dG/NI. No final da gestacéo,
os animais do grupo 19dG/7dI/CoPPIX apresentaram altos niveis de heme no tecido
quando comparados com os grupos 19dG/NI (p=0,0289) e 19dG/7dl/Veiculo

(p=0,0304) (Fig. 15B). Entdo, apesar dos niveis séricos e teciduais de heme nao
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serem completamente compativeis € possivel inferir que as concentragdes de heme
aumentam como consequéncia da infecgao.

Em relagdo aos niveis teciduais de ferro, foi observado que estes também
foram aumentados como consequéncia da infecgdo, sendo que camundongos dos
grupos 8dG/7dI/Veiculo (p=0,0009) e 8dG/7dl/CoPPIX (p=0,0492) apresentaram
maiores concentragdes de ferro nos sitios de implantagdo quando comparados com o
grupo 8dG/NIl. Em contraste, fémeas do grupo 8dG/7dl/ZnPPIX apresentaram
menores niveis teciduais de ferro em relacdo a camundongos 8dG/7dl/Veiculo
(p=0,0211). Nos periodos médio e final da gestacdo nao foram observadas alteragdes
nos niveis teciduais de ferro devido a infeccdo ou a modulagao da enzima (Fig. 15C).
Estes resultados se correlacionam bem com os dados obtidos nas analises de cortes
corados com Prussian blue e que foram descritos previamente neste trabalho.

Tem sido demostrado que altas concentragdes de ferro levam a estresse
oxidativo das membranas celulares (LATUNDE-DADA, 2017). Por este motivo, foi
verificado se haveria indugéo de peroxidagao lipidica nas amostras de homogenatos
de tecidos de utero/placenta dos grupos de estudo. Efetivamente, foi observado que
amostras dos grupos 8dG/7dI/Veiculo (p=0,0077) e 8dG/7dI/CoPPIX (p=0,0117), mas
nao do grupo 8dG/7dl/ZnPPIX, mostraram aumento na taxa de peroxidacgao lipidica
quando seus resultados foram comparados com o grupo 8dG/NI. Ao mesmo tempo, o
grupo 8dG/7dl/ZnPPIX apresentou um decréscimo nas taxas de peroxidagao lipidica
em relagéo aos grupos 8dG/7dl/Veiculo (p=0,0171) e 8dG/7dI/CoPPIX (p=0,0266). No
periodo médio da gestacao, ndo foram observadas diferencas entre os grupos para
este parametro, enquanto que no periodo final da gestacdo placentas de
camundongos de 19dG/7dI/CoPPIX exibiram maiores niveis de peroxidagao lipidica
em relagédo aos grupos 19dG/7dl/Veiculo (p=0,0065) e 19dG/7dl/ZnPPIX (p=0,0370)
(Fig. 15D).
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Figura 15. Niveis de heme, ferro e peroxidagao lipidica na modulagcdo de HO-1 durante a malaria
gestacional experimental. As concentracdes séricas de heme (A); assim como os niveis de heme (B),
ferro (C) e peroxidacao lipidica (D) em amostras de Utero/placenta foram mensurados em camundongos
BALB/c infectados ou ndo com P. berghei ANKA e tratados ou ndo com tratamento indutor (CoPPIX)
ou inibidor de HO-1 (ZnPPIX) em diferentes periodos gestacionais. Os dados sao representados como
a média * erro padrao da média, sendo cada ponto a medida de cada animal dentro do grupo. Os
dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni (A,C) ou ambos
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn e One-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni dependendo
da normalidade dos dados no determinado periodo gestacional (B,D). NG: ndo gestante, NI: ndo
infectado, dG: dias de gestacgéo, dl: dias de infec¢ado. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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5.11. Analise de correlagao entre as concentragoes teciduais de ferro e os
niveis de citocinas

Uma vez que os efeitos prejudiciais da infegdo durante o inicio da gestagao
parecem estar associados com uma acumulacao de ferro nos sitios de implantacao e
que a maior modulagdo da produgao das citocinas nesses tecidos ocorreu durante
esse periodo gestacional, realizaram-se analises de correlagcdo entre as
concentragdes locais de ferro e citocinas com a finalidade de descobrir qual das
citocinas estaria associada com a acumulagao de ferro no inicio da gestagéo.

Das oito citocinas mensuradas no presente estudo, apenas duas mostraram
uma correlagdo diretamente proporcional com os niveis de ferro aos 8dG: TNF
(p=0,0011) e IL-6 (p=0,0329) (Fig. 16). Estes resultados coincidem com o esperado,
uma vez que os maiores niveis de ferro foram encontrados em amostras de
camundongos dos grupos 8dG/7dI/Veiculo e 8dG/7dI/CoPPIX, que também
apresentaram aumentos significativos nos niveis teciduais de ferro, peroxidacao
lipidica, TNF e IL-6. Em contrapartida, camundongos do grupo 8dG/7dl/ZnPPIX
apresentaram menores niveis de ferro, peroxidacéao lipidica, TNF e IL-6, mostrando
assim que a inibicdo de HO-1 é importante para garantir o sucesso da gestacdo em
infeccao por PbA, em particular durante o inicio da mesma.

Em conclus&do, a malaria na gestacao induz alteragdes que comprometem o
sucesso gestacional. Em estagios iniciais e na metade da gestacdo a infeccdo por
PbA induz perda embrionaria enquanto que em estagios finais o peso fetal é
significativamente comprometido como consequéncia da infecgdo, que também é
capaz de induzir hipoglicemia e anemia nas maes ao longo da gestagcao. A expressao
da enzima HO-1 aumenta na interface materno-fetal de fémeas gestantes infectadas
no inicio e no final da gestagdo. O inicio da gestacdo demostrou ser um periodo de
alta suscetibilidade aos efeitos da infec¢ao, pois a mesma foi capaz de induzir maiores
alteracgdes no perfil local de citocinas, estresse oxidativo e deposi¢ao de ferro, a qual
foi associada a altos niveis de TNF e IL-6. No entanto, a modulagao farmacolégica da
enzima, especificamente a inibicdo da mesma demostrou levar a uma reducido no
parasitismo sistémico e tecidual bem como uma melhora no sucesso gestacional,
possivelmente devido a seus efeitos na redugao na resposta inflamatéria, deposigao
de ferro e estresse oxidativo na interface-materno fetal. Este efeito benéfico da
inibicdo da HO-1 durante a infecgéo foi contundente no inicio da gestacao e foi se

tornando cada vez menos significativo a medida que a gestagéo avancgou (Fig. 17).
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Figura 16. Coeficientes de correlagao entre as concentragées de ferro e citocinas em sitios de

implantacdo de 8 dias de gestagcdao. A correlacdo entre os niveis teciduais de ferro e os niveis

teciduais de TNF, IL-6, IL-17 e IL-2 foi estimada usando o coeficiente de correlagcdo de Pearson,

enquanto que a correlagao entre os niveis teciduais de ferro e os niveis teciduais de IFN-y, IL-4, IL-10

e TGF-B foi estimada usando o coeficiente de correlacdo de Spearman. Os pontos representam a

medida de cada camundongo, sendo os grupos representados pelas cores cinza claro (8dG/NI), cinza
escuro (8dG/7dl/Veiculo), azul (8dG/7dl/CoPPIX) e vermelho (8dG/7dl/ZnPPIX). NI: ndo infectado, dG:

dias de gestacgao, dl: dias de infec¢cdo. p<0,05 indicam correlacbes estatisticamente significativas.
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6. DISCUSSAO

Os modelos murinos de malaria na gestacdo constituem importantes
ferramentas para o estudo da doenga, devido as limitagbes éticas e logisticas que
envolve o estudo da malaria em humanos (ZUZARTE-LUIS; MOTA; VIGARIO, 2014).
No presente estudo foi utilizado o modelo de infecgdo de camundongos BALB/c com
PbA, o qual reproduz muitas caracteristicas da malaria gestacional humana (NERES
et al., 2008).

No presente trabalho os niveis de hemoglobina, glicemia e TGF- no soro
maternos foram utilizados para monitorar a gravidade da doencga nos diferentes
desenhos experimentais utilizados. Em relagéo a hemoglobina, a diminuigdo dos seus
niveis € um sinal de anemia, uma das complicacées mais caracteristicos da malaria.
Neste trabalho foi observada uma diminui¢ao nos niveis de hemoglobina, apés 7 dias
de infecgdo, nos trés periodos gestacionais estudados. Sobre este tema, numa
revisdo realizada por Desai et al. (2007), foi evidenciada a alta frequéncia desta
alteracdo durante a malaria na gestacao, sendo que em mulheres gestantes da Africa
a proporg¢ao de casos de anemia grave atribuivel a malaria chega a ser de 26%. Além
disso, a OMS no seu reporte anual sobre a malaria de 2019 (WHO, 2019) mostrou
que existe uma correlagdo positiva entre a anemia materna e a prevaléncia da
exposicao a malaria durante a gestagdo. Em modelos murinos de malaria gestacional
nao é diferente (BARATEIRO et al., 2019), sendo que os niveis de hematdcrito
diminuem na medida que ascendem as taxas de parasitemia (POOVASSERY;
MOORE, 2006; AVERY et al., 2012; SARR et al., 2012; WAISBERG et al., 2013;
MORFFY SMITH et al., 2019). A hipoglicemia & outra manifestagdo clinica, ainda
menos frequente, observada em mulheres gestantes com malaria (BOTELHO-
NEVERS et al., 2005; ALl et al., 2011; JIMENEZ et al., 2012) e que também aconteceu
nos trés periodos gestacionais avaliados neste trabalho em decorréncia da infecgao.
Acredita-se que esta alteracado ocorra durante a malaria em resposta as crescentes
demandas nutricionais do parasito (WHITE et al., 1983) e de fato existe evidéncia de
que os picos de proliferacdo do parasito acontecem durante a os periodos de ingesta
alimenticia do hospedeiro (HIRAKO et al., 2018). Por ultimo, neste trabalho os niveis
séricos de TGF-B também se encontraram diminuidos no inicio e na metade da
gestacdo em soro materno de camundongos gestantes infectados. A elevagédo dos

niveis plasmaticos desta citocina estdo diretamente associados com a progressao da
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gestacdo (SOTOODEH JAHROMI, SANIE, et al., 2015) e inversamente relacionados
com a gravidade da doenga em humanos e camundongos (CHAIYAROJ et al., 2004;
ABRAMS et al., 2005; RAHMAH et al., 2015). Os animais tratados com ZnPPIX
apresentaram niveis mais elevados de hemoglobina e glicemia em relagdo aos
animais infectados e tratados com veiculo no primeiro ter¢o de gestagao, sugerindo
que a inibicdo da HO-1 foi capaz de reduzir a gravidade da malaria na gestagao nesse
periodo gestacional.

Em relagdo a parasitemia, foi verificado que a gestacdo n&o afetou esse
parametro significativamente no decorrer da gestagdo, embora niveis aparentemente
maiores foram encontrados no segundo e terceiro terco nos animais gestantes.
Boareto et al. (2019) detectaram que os niveis de parasitemia sdo afetados pelo
periodo da gestacdo em que ocorre a infecgdo. Eles encontraram que os
camundongos infectados no primeiro dia de gestacdo apresentavam taxas de
parasitemia semelhantes a camundongos nao gestantes e que quando a infec¢ao
ocorre no sexto e décimo segundo dia de gestagcdo os camundongos exibiam niveis
de parasitemia maiores que camundongos n&o gestantes. No presente trabalho,
provavelmente a parasitemia similar entre camundongos gestantes e ndo gestantes
pode ter sido devido ao in6culo mais baixo utilizado. Além de quantificar a taxa de
hemacias infectadas no sangue, na presente investigagdo também foi quantificada a
hemozoina presente na placenta de camundongos infectados como uma medida do
parasitismo tecidual, uma vez que a hemozoina se encontra distribuida
uniformemente nos espagos vasculares maternos de placentas infectadas em
humanos e camundongos (NERES et al, 2008; AVERY et al., 2012). Nossos
resultados apontam que a malaria na gestagdo aumenta a expressdo de mRNA de
HO-1 na interface materno-fetal de camundongos infectados e que o tratamento com
inibidor da HO-1 levou ao aumento dos niveis de hemoglobina, e diminuicdo da
propor¢cdo de parasitos circulantes e bem como da quantidade de hemozoina na
decidua de camundongos gestantes infectados quando avaliados aos 8dG/7dl e
12dG/7dl. Estes resultados estdo de acordo com os dados gerados por Morffy Smith
et al. (2019), quem mostraram um aumento na expressdo de mRNA para HO-1 em
conceptos (10dG) de camundongos Swiss infectados com P. chabaudi chabaudi AS,
sendo os niveis de expressdo da enzima diretamente correlacionados com a
densidade de hemozoina em tecidos placentarios, mostrando que os menores niveis

de hemozoina tecidual estao relacionados com uma menor expressao de HO-1.
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O efeito antimalarico exercido por ZnPPIX observado neste estudo poderia ser
explicado por duas vias; a primeira delas poderia ser a diminuigdo da disponibilidade
do ferro necessario para o crescimento do parasito (GABAY; GINSBURG, 1993), uma
vez que ZnPPIX se liga de maneira competitiva a HO-1 evitando a formag&o dos
produtos do catabolismo do heme, dentre eles o ferro (MAINES, 1981); enquanto que
a segunda via para explicar o efeito antimalarico do ZnPPIX poderia ser atribuida a
sua capacidade para se ligar ao heme e prevenir o processo de formacdo da
hemozoina, de maneira semelhante ao mecanismo de agao de muitas quinolonas,
como a cloroquina (IYER et al., 2003). Por fim, é possivel que estes mecanismos
estejam restritos aos periodos inicial e médio da gestacado e ndo ao periodo final da
gestagcdo devido a maior taxa de parasitemia observada neste ultimo periodo em
relagao aos anteriores, extenuando os possiveis mecanismos de acao antiparasitaria
exercidos pelo ZnPPIX.

No que concerne ao sucesso gestacional, neste trabalho foi encontrado que,
como consequéncia da infeccdo de camundongos BALB/c com PbA, a perda
embrionaria ocorreu de maneira significativa nos periodos inicial e médio da gestacao.
No periodo final da gestacao, o efeito da infecgdo ndo se evidenciou na viabilidade
dos sitios de implantacdo e sim na restricdo do peso fetal, o qual foi previamente
observado em outros estudos usando diferentes modelos de malaria gestacional em
camundongos (BARATEIRO et al., 2019). Existem poucos estudos a respeito do
impacto da malaria gestacional experimental na primeira semana da gestagédo murina;
neste sentido, Waisberg et al. (2013) também encontraram uma redug¢ao no numero
de embrides viaveis quando fémeas C57BL/6 foram infectadas com P. chabaudi
chabaudi AS no dia da deteccdo do tampé&o vaginal e eutanasiadas 8 dias apds a
concepgao. Porém, os estudos de malaria gestacional no final da gestagéao oferecem
diferentes resultados em relacao a viabilidade dos sitios de implantacdo dependendo
do modelo murino utilizado. McDonald et al. (2018) notaram uma redugdo na
viabilidade fetal empregando camundongos BALB/c infectados com PbA com 13dG e
avaliados aos 19dG. Em contraste com os dados obtidos por McDonald et al. (2018),
no presente estudo nao foram observadas diferencas na viabilidade fetal quando as
maes da linhagem BALB/c foram infectadas com PbA, possivelmente devido ao maior
indculo (10 hemacias infectadas) e aos critérios usados para definir a perda

embrionaria (perda de reflexos digitais) utilizados por eles.



84

O papel das células uNK na malaria gestacional ndo tem sido bem elucidado,
pois existe uma auséncia na literatura cientifica sobre estudo destas células em
modelos murinos de malaria na gestagéo e devido a que estudos prévios em placentas
humanas de mulheres com malaria tém sido voltados para a detec¢ao de células NK
em sangue periférico, sangue dos espacos intervilosos placentarios ou inclusive
amostras de tecido placentario, embora sem énfase na decidua, que é o principal
tecido no qual estas células se encontram. Além disso, estes estudos tém sido
desenvolvidos usando amostras obtidas no parto, momento no qual a quantidade e
funcdes destas células é reduzido (ORDI et al.,, 2001; SARTELET et al., 2005;
OTHORO et al., 2008). Por outro lado, esses resultados sdo contraditorios. Por
exemplo, Sartelet et al. (2005) usando imunohistoquimica observaram um aumento
de células CD56* em placentas de mulheres infectadas sugerindo que isto poderia ser
um fator que pode comprometer o resultado da gestacdo. Em contrapartida, Othoro et
al. (2008) usando citometria de fluxo observaram que células NK CD56* CD3 se
encontram em maior quantidade em sangue da placenta do que em sangue periférico.
Além disso, encontraram que existe uma reducdo na quantidade de células NK
produtoras de IFN-y na placenta de mulheres infectadas denotando que estas células
poderiam constituir a principal linha de defesa contra a infecgdo na placenta. Por fim,
Ordi et al. (2001), utilizando imunohistoquimica para detecgdao de CD56, reportaram
uma completa auséncia de células NK no estroma dos vilos e nas areas intervilosas
de placentas de mulheres infectadas, mas presenga de pequenos aglomerados de
células NK foram observados na decidua de todas as placentas estudadas.

Na presente pesquisa foram detectadas menores quantidades de células uNK
na decidua de camundongos infectados no inicio da gestagdo o qual poderia estar
associado com o processo de decidualizagcdo, momento no qual as células uNK
comecam se acumular (SOJKA et al., 2018). Esta diminui¢cao foi condicente com os
reduzidos niveis de expressao de IL-15, sendo essa a principal citocina envolvida na
diferenciacado e proliferacdo de células uNK na decidua (ASHKAR et al., 2003;
BARBER; POLLARD, 2003). Devido as cruciais fungbes exercidas por estas células
(descritas previamente neste documento), sua auséncia parece contribuir com os
resultados adversos observados no inicio da gestacdo como consequéncia da
infeccdo e, de fato, camundongos gestantes infectados e tratados com ZnPPIX
conseguiram preservar quantidades de células uNK semelhantes a camundongos

gestantes nao infectados, além de apresentarem menores proporgdes de sitios de
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implantacdo anormais. Na metade da gestagao, ndo foram observadas diferengas
significativas nas quantidades destas células em camundongos gestantes infectados
ou nao, apesar de que as artérias espiraladas apresentaram um deficiente
remodelamento, sendo que o tratamento com o indutor ou inibidor de HO-1 nao foi
capaz de melhorar esse aspecto. Isto poderia se dever a diferente produgcdo de
citocinas e fatores de crescimento por estas células nos diferentes grupos, o qual ja
tem sido observado em outros contextos biolégicos, nos quais apesar do numero das
células uNK nao ser afetado, a deficiéncia de VEGFC e IFN-y nessas células foi
associado a falhas no remodelamento arterial (KIECKBUSCH et al., 2015; PAWLAK
et al., 2019). Sendo assim, seria necessario um estudo mais aprofundado para
caracterizar o conteudo destas células durante a malaria neste periodo gestacional.

Outro achado interessante da presente pesquisa foi que apesar de que as
quantidades de uMCs nao foram alteradas apés a infeccdo em camundongos com
8dG ou 12dG, nem os numeros de células uNK em camundongos com 12dG; foi
possivel observar maiores contagens de células uNK em camundongos do grupo
12dG/7dl/CoPPIX e menor numero de uMCs no grupo 12dG/7dI/ZnPPIX, sendo que
nenhuma dessas mudancas foi associada com uma melhoria no remodelamento das
artérias espiraladas. Sobre a presenca destas células, Meyer et al. (2017b) mostraram
como na auséncia de uMCs as fung¢des destas células eram contrabalancadas pelas
células uNK e vice-versa. Contudo, apesar de que estas células parecem cumprir com
importantes fungdes que garantem o sucesso gestacional (MEYER et al., 20173;
MEYER et al., 2017b), a partir dos dados obtidos na presente investigacdo nao é
possivel afirmar que os uMCs tenham um papel relevante na malaria na gestacao,
sendo que estas células ndo sao alteradas em resposta a infeccdo, mas é provavel
que a modulacédo da HO-1 altere a distribuicao das células uNK e uMCs no periodo
meédio da gestacao.

Examinando os possiveis mecanismos envolvidos na patologia induzida pela
infeccdo durante a gestagdo, encontrou-se que a acumulagao de ferro em tecido
placentario durante a malaria gestacional experimental tinha sido previamente
reportada por Penha-Gongalves et al. (2014), que utlizaram o modelo de infecgédo de
camundongos C57BL/6 com P. berghei e encontraram que a infecgcao leva a uma
sobrecarga de ferro nas células trofoblasticas o que foi associado com morte fetal.
Esta acumulagao de ferro foi observada em 43% das placentas de fetos mortos e ndo

em placentas de fetos viaveis aos 19 ou 20dG, estando este fenbmeno diretamente
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relacionado ao indculo de parasitos recebida pela mae. Em concordancia, na presente
investigacao foi observado um aumento na sobrecarga de ferro na interface materno-
fetal, mas de maneira distinta ao observado por Penha-Gongalves et al. (2014), essa
sobrecarga foi observada no inicio da gestacdo e ndo no final da mesma. Esta
diferenga pode se dever a diferengcas metodolégicas em relagédo a linhagem de
camundongos, tempo de infecgdo e indculo infectante empregado em ambas
pesquisas. Contudo, estes resultados em conjunto ressaltam a importancia do estudo
do status férrico na interface materno-fetal para prevenir os resultados adversos na
gestacao.

Ainda no que se refere ao papel do ferro na patologia da malaria na gestacao,
Salifu et al. (2016) realizaram um estudo transversal em mulheres gestantes em Gana
que foram assintomaticas, mas positivas para malaria no momento do parto,
realizando interessantes associagdes entre as concentragdes séricas de heme, HO-1
e a suplementagao com ferro. Eles constataram que mulheres gestantes infectadas
apresentaram niveis séricos aumentados de heme e HO-1 e que seu aumento esta
relacionado com a suplementagcdo com ferro em mulheres gestantes em geral e
naquelas positivas para malaria. Do mesmo modo, neste trabalho os niveis de heme
no soro e HO-1 na interface materno-fetal estiveram aumentados em camundongos
gestantes infectados no inicio, coincidindo com uma alta deposicao de ferro, e final da
gestacdo; e heme no utero/placenta no inicio e meio da gestagdo. Nossos dados
sugerem que a acumulacéao de ferro, consequente peroxidagao lipidica e os resultados
adversos provocados pela infecgao nesse periodo da gestagao sao mediados por HO-
1, uma vez que a inibicdo da mesma levou a melhora do resultado gestacional.
Embora ndo é descartada a teoria de que uma vez que o estresse oxidativo induzido
pelo ferro é estabelecido, se produza um feedback positivo com HO-1 que acaba
perpetuando a acumulacédo de ferro nos tecidos. Neste sentido, Fisher et al. (2021)
observaram que camundongos gestantes com sobrecarga de ferro tém expressao
aumentada de HO-1 na placenta, especificamente em células endoteliais, elevagao
que se acentua mais ainda quando existe inflamacao induzida por LPS, demostrando
que a sobrecarga de ferro e a inflamacgédo apresentam agao sinérgica para induzir
estresse oxidativo e apoptose, resultando em morte fetal e malformacdes. De fato, o
aumento exacerbado na expressado de HO-1 tem demostrado acelerar a morte celular

mediada por ferro enquanto que o tratamento com ZnPPIX é capaz de evita-lo (KWON
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et al., 2015), o qual esta em sintonia com nossos dados que mostram uma menor
deposigao de ferro e reduzida peroxidagao lipidica no grupo 8dG/7dI/ZnPPIX.

Em alinhamento com os resultados apresentados aqui, existem outras doencgas
infeccionas que induzem a expressao de HO-1 e cuja inibi¢do induz efeitos benéficos.
Uma delas é a infecgao por Mycobacterium tuberculosis (ROCKWOOD et al., 2017),
contexto no qual a inibicdo da enzima usando SnPPIX levou a diminui¢do da carga
bacteriana de maneira semelhante a terapia antibacteriana convencional (COSTA et
al., 2016). Estudos posteriores revelaram que o mecanismo pelo qual a HO-1 atua
durante a tuberculose € através do incremento nos niveis intracelulares de ferro, que
inibem o controle bacteriano dependente de IFN-y e INOS, mediado por células T. Em
contraste, durante a infecgéo a inibicdo de HO-1 utilizando SnPPIX reduz os niveis de
ferro nas células permitindo a producao de 6xido nitrico necessario para o controle
bacteriano (COSTA et al., 2021).

O ferro labil € um dos principais responsaveis por causar a peroxidacgao lipidica,
alterando as propriedades fisicas das membranas celulares e causando modificagdes
covalentes em proteinas e acidos nucleicos (GASCHLER; STOCKWELL, 2017).
Nossos resultados apontam que os efeitos adversos da infecgdo com PbA no inicio
da gestacao estao relacionados com sobrecarga de ferro e peroxidacéao lipidica nos
sitios de implantacdo. Em concordancia, Akanbi et al. (2010) demostraram que
mulheres gestantes com malaria apresentam maiores indices de peroxidacgao lipidica
no soro quando comparadas com mulheres gestantes nao infectadas e mulheres nao
gestantes infectadas. Do mesmo modo, Sharma et al. (2012) observaram aumento da
peroxidacao lipidica em placentas de camundongos BALB/c apdés 4 e 6 dias de
infeccdo com PbA, o qual parece levar a ativagdo da via mitocondrial de morte celular
por apoptose, devido a aumento da expressio de Bax e diminuicdo da expressao de
Bcl-2 em conjunto com ativagao de caspase 3 e caspase 9. Além disso, é sugerido
que este mecanismo leva ao dano placentario, afetando o sistema de trocas da
interface materno-fetal e levando a insuficiéncia placentaria que resulta no retardo do
crescimento intrauterino observado na infecgao.

Em clara concordéncia com nossos resultados, um estudo recente mostrou a
importancia de uma rigida e controlada modulagdo de HO-1 para atingir os efeitos
benéficos derivados da sua atividade. O estudo em questéo investigou o papel da HO-
1 produzida por células da micréglia no contexto da neuroinflamagdo em

camundongos idosos, encontrando que a expressao da enzima nessas células
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aumenta com a idade e com estimulos inflamatérios, levando a incrementos nos niveis
de marcadores inflamatérios como iINOS, p65, IL-1B, caspase-1, NLRP3 e TNF-q,
acumulo de ferro e morte celular por ferroptose. De maneira interessante, todas essas
alteracdes foram prevenidas em camundongos com células mieloides deficientes em
HO-1 e em camundongos tratados com ZnPPIX (FERNANDEZ-MENDIVIL et al.,
2021). De acordo com esses resultados, nossos dados sugerem que enquanto a
expressdo de HO-1 é benéfica sob condi¢des fisiologicas e de homeostase, em
contextos de inflamagdo o aumento na expressdo desta enzima pode se tornar
prejudicial.

A hepcidina € uma molécula envolvida na manuten¢ao da homeostase do ferro,
inibindo sua absorcdo intestinal e seu armazenamento nos macréfagos, e cuja
deficiéncia esta associada com progressiva sobrecarga de ferro nos tecidos
(NICOLAS et al., 2001). A hepcidina regula o ingresso do ferro nas células através da
sua ligacao a ferroportina, a molécula que exporta o ferro para o plasma, induzindo
sua internalizagédo e degradacgéo. Isto significa que a deficiéncia em hepcidina leva a
elevacdo na taxa de absorcdo e armazenamento de ferro, apesar de existirem
reservas normais ou aumentadas desse elemento. Em contraste, elevados niveis de
hepcidina levam a deficiéncia de ferro devido a incapacidade para absorber ferro
(GANZ, 2007). TNF é capaz de suprimir a expressao de hepcidina através de um
mecanismo independente de IL-6. Em contraste, |L-6 parece ser o principal mediador
do aumento de hepcidina durante a inflamacado (NEMETH et al., 2004). Portanto, isto
sugere que o aumento de TNF esta relacionado com uma elevada deposic¢ao de ferro
nos tecidos, e que o aumento de IL-6 apresenta o efeito contrario. Porém, em certos
contextos patolégicos ambos TNF e IL-6 podem também favorecer a sobrecarga de
ferro nos tecidos. Um desses é a hemorragia em placas ateroscleroéticas, condigdo na
qual a hepcidina atua como um fator pré-inflamatério, sendo que o ferro por si mesmo
pode agir como estimulo para a ativacao da via IL-6/STAT3 induzindo hepcidina num
ciclo de feedback positivo ferro-hepcidina que leva ao agravamento da sobrecarga de
ferro, demostrando assim que em certos cenarios inclusive o aumento de IL-6 pode
estar relacionado ao aumento na deposicao de ferro (LI et al., 2019). Estes dados
suportam a relacéo direta entre os niveis locais de TNF e IL-6 com a acumulacao de
ferro na interface materno-fetal de camundongos infectados com PbA no inicio da
gestacdo que foi encontrada no presente trabalho. De fato, essa relagdo foi mais

pronunciada entre TNF e o ferro, sendo que os camundongos gestantes infectados e
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tratados com inibidor da HO-1 apresentaram niveis locais de TNF significativamente
reduzidos, mas apenas uma tendéncia a apresentarem menores niveis locais de |L-6.

Na presente investigacéo foi observada uma elevagéo nas concentragdes de
IFN-y em utero/placenta como consequéncia da infeccdo nos trés periodos
gestacionais avaliados, sem alteragdes nas mesmas em resposta a modulagao de
HO-1, com excegdo de uma diminuicdo nos niveis placentarios quando os
camundongos foram tratados com o indutor da HO-1, embora isto ndo levou a
nenhuma melhoria no curso da gestagcdo. Da mesma forma, foi detectado um aumento
dos niveis locais de TNF em resposta a infeccdo, especificamente em sitios de
implantacédo de 8dG, o qual nao foi observado em camundongos do mesmo periodo
gestacional, tratados com inibidor de HO-1. Neste sentido, a elevagcdo dos niveis
circulantes de TNF tém sido associados com perda fetal no primeiro trimestre da
gestacdo humana (KAISLASUO et al., 2020). De fato, um estudo transversal numa
pequena coorte de mulheres gestantes com malaria no qual a maioria dos casos se
apresentavam em mulheres durante o primeiro trimestre da gestagéo
(aproximadamente 70% dos casos) encontrou que as altas concentragdes séricas de
TNF e IFN-y, bem como os polimorfismos genéticos que levam a maiores niveis
destas citocinas proé-inflamatorias, estdo associadas com a susceptibilidade a doenca
durante a gestacado (NASR et al., 2014). O papel de TNF durante a malaria gestacional
experimental foi previamente descrito no artigo de Poovassery et al. (2009), que
observaram que a expressdo de TNF & mantida em placentas de camundongos que
abortam e sugerem que enquanto IFN-y contribui com a perda fetal induzida pela
infeccado, TNF é o fator critico na patologia placentaria e perda fetal na malaria. Outros
estudos também tém reportado elevagdes nos niveis de TNF e outras citocinas como
IFN-y, IL-6 e IL-18 em camundongos, macacos e mulheres gestantes infectadas com
Plasmodium (FRIED et al., 1998; DAVISON et al., 2006; POOVASSERY; MOORE,
2009; SARR et al., 2012; BARBOZA et al., 2014; SARR et al., 2015; RUIZENDAAL et
al., 2017; REIS et al., 2020), sendo que os mecanismos protetores contra a infecgéo
durante o inicio da gestacéo parecem estar relacionados com a diminuigdo nos niveis
de TNF nos sitios de implantagéo.

IL-17 € uma citocina pré-inflamatéria que tem sido pouco estudada na malaria
gestacional e cujos niveis em tecidos uteroplacentarios, apesar de nao ter sido
alterados pela infeccdo em si, se encontraram aumentados em camundongos

infectados e tratados com ZnPPIX em relagédo aqueles tratados com CoPPIX no inicio
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e no final da gestagao, apesar de serem niveis muito baixos. A interpretagao do papel
desta citocina neste contexto precisa de estudos adicionais pois, em contraste com
nossos resultados, seu aumento tem sido observado em amostras de plasma e
placenta de camundongos BALB/c infectados com PbA, sendo este aumento de IL-17
associado com sequestro de hemacias na placenta e reducéo do peso fetal (FITRI et
al., 2015; RAHMAH et al., 2015). De maneira oposta, Megnekou et al. (2015)
associaram os maiores niveis de hemoglobina maternos e as menores taxas de
parasitemia com as concentragdes plasmaticas de IL-17A, sugerindo que essa
citocina poderia estar envolvida na hematopoiese em mulheres gestantes infectadas.

Em relacdo aos niveis locais de TGF-B, foi observado que essa citocina foi
induzida no utero aos 8dG como consequéncia da gestacdo e teve o pico da sua
producao no periodo médio da gestacdo. Depois, aos 19dG, os niveis dessa citocina
se reduzem até niveis semelhantes aos de camundongos com 8dG. Resultados
semelhantes tinham sido observados por Shooner et al. (2005) em utero de ratos
gestantes, com niveis crescentes de TGF-3 apds a implantagdo e encontrando o pico
da sua producao aos 14dG, coincidindo com o pico de ativacdo de caspase 3 e a
regressao da decidua basal, sugerindo que os niveis locais desta citocina regulam, de
maneira fisioldgica, os processos de sobrevivéncia e morte células durante a
regressao da decidua basal. Em contraste ao observado no soro, os niveis uterinos
de TGF-B aos 8dG ndo se apresentaram diminuidos devido a infecgdao e os niveis
desta citocina estiveram reduzidos em animais tratados com ZnPPIX quando
comparado com todos os grupos gestantes desse periodo, sendo esse grupo
(8dG/7d1/ZnPPIX) o que apresentou a maior melhora aos efeitos deletérios da
infeccdo. Além disso, o grupo 19dG/7dI/ZnPPIX apresentou niveis de TGF-f3 séricos
semelhantes aos animais do grupo 19dG/NI, porém o grupo 19dG/7dl/ZnPPIX
também apresentou niveis placentarios reduzidos desta citocina em relagéo ao grupo
19dG/NI. Pode entdo ser conjeturado que, em camundongos tratados com ZnPPIX,
os niveis circulantes de TGF-[3 sdo parcialmente produzidos fora da interface materno-
fetal para auxiliar no sucesso gestacional.

Os niveis locais de IL-2 em utero/placenta ndo foram alterados em resposta a
infeccdo na presente investigagdo. Porém, o aumento da mesma em sitios de
implantagdo de camundongos do grupo 8dG/7dI/ZnPPIX sugere que este mediador
poderia ter contribuido com a preservacgao das células uNK nesse grupo. Embora é

bem sabido que IL-15 é a principal citocina envolvida na diferenciagdo e manutengao
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destas células (YE et al., 1996; BARBER; POLLARD, 2003), IL-2 € uma citocina pro-
inflamatéria que tem demostrado induzir a proliferagdo de células NK in vitro
(STARKEY, 1991) e a sua diferenciagao in vivo (ALLEN; NILSEN-HAMILTON, 1998).
De fato, ambas (IL-2 e IL-15) parecem ter semelhantes efeitos na ativagéo e expansao
das células uNK e compartilham a cadeia 8 do receptor de IL-2 (IL-2Rp) (CARSON et
al., 1994; SLIZ et al., 2019).

Em vista dos bem conhecidos efeitos protetores induzidos pela HO-1 em
diversos contextos e processos, revisados recentemente por Campbell et al. (2021),
incluindo melhoria da malaria cerebral (PAMPLONA et al., 2007) e de infec¢des por
outros patégenos durante a gestacdo (TACHIBANA et al., 2008; TACHIBANA et al.,
2011; ALMEIDA et al., 2021), foi surpreendente encontrar que seu aumento e indugéo
poderiam estar relacionados com danos teciduais e que, pelo contrario, sua inibicao
resultaria mostrou-se protetora. O trabalho de Suttner e Dennery (1999) demostrou
que a enzima tem atividade citoprotetora quando o aumento ¢ inferior a cinco vezes a
expressao inicial, enquanto que aumento da atividade da HO-1 de mais de quinze
vezes foram citotoxicas e estiveram acompanhadas de aumentos nos niveis de ferro
e peroxidacao lipidica. Neste cenario, o tratamento com o inibidor da HO-1 estanho
mesoporfirina (SNnMP), diminuiu a atividade da HO-1 a niveis moderados (quatro a
cinco vezes em relagdo ao controle) o qual diminuiu os niveis de ferro reativo e de
dano oxidativo, concluindo que existe um limiar benéfico de expressao de HO-1
relacionado ao acumulo de ferro reativo liberado na degradagao de heme e que esse
acumulo torna improvavel que a expressao excessiva de HO-1 ofereca uma resposta
protetora. Esta hipotese suporta nossos resultados, uma vez que € possivel que o
tratamento com ZnPPIX tenha levado a niveis de expressao moderados e funcionais
na infec¢ao durante o inicio da gestagéo, o qual foi caracterizado por um acentuado
aumento na expressao da enzima. Por outro lado, a expressao de HO-1 foi inalterada
e moderadamente aumentada nos periodos médio e final da gestacao,
respectivamente, em concordancia com a reducio dos efeitos protetores do ZnPPIX
na medida que a gestagao avanga, o qual poderia significar que outros mecanismos
se sobrepdem na patogénese da doenga nesses periodos, além dos efeitos de HO-1.

A pré-eclampsia constitui uma complicagao gestacional cujos mecanismos de
patogénese sdo comparaveis com a malaria na gestagdo, provavelmente porque
ambas doencas levam a restricdo do crescimento intrauterino e sao mais frequentes
em primiparas (BRABIN; JOHNSON, 2005; DUFFY, 2007). Tendo isto em mente,
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outro estudo que coincide com nossos resultados demostrou que HO-1 apresenta uma
expressao exacerbada em placentas de mulheres com pré-eclampsia, bem como em
células trofoblasticas da linhagem JEG-3 sob condigbes de hipdxia e que, em
associacdo com uma reduzida ativagcdo de STAT3, poderia contribuir para a
patogénese da doenca (Qu et al. 2018). Este mecanismo é de particular interesse para
nossa pesquisa, devido a que a expressao e ativagao de STAT3 sao importantes para
o processo de decidualizagdo (TENG et al., 2004), o qual parece ser gravemente
afetado como consequéncia da infecgdo. Embora estudos adicionais sdo necessarios
para esclarecer o papel de STAT3 no contexto da indugcao de HO-1 na malaria durante
0 inicio da gestacéo, o trabalho de Qu et al. (2018) ilustra mais um contexto no qual a
expressao exacerbada de HO-1 esta relacionada a condigdes patoldgicas.

Revisdes recentes tém evidenciado que durante infecgcbes por patdogenos
intracelulares, incluindo protozoarios, HO-1 pode exercer efeitos benéficos ou
prejudiciais dependendo do agente infeccioso e o 6rgao atingido (COSTA et al., 2020;
SILVA et al., 2020). Assim, dependendo da célula hospedeira e do patégeno, HO-1
pode atuar na protecdo do hospedeiro contra as infeccdes ou pode contribuir para a
proliferacdo de patdégenos intracelulares (SINGH et al., 2018). Estudos prévios do
nosso grupo mostraram que a HO-1 esta envolvida no controle do parasitismo
pulmonar e intestinal de camundongos infectados com Toxoplasma gondii (ARAUJO
et al., 2013). Seguindo a mesma linha, um recente estudo realizado no nosso
laboratério encontrou que a infecgdo por T. gondii diminuiu a expressédo da enzima
numa linhagem celular de células trofoblasticas e que sua indugao leva a reducao da
proliferacdo do parasitismo através do aumento na produgao de IL-6 (ALMEIDA et al.,
2021). No caso da malaria, dependendo do contexto ou 6rgéo estudado, HO-1 e os
produtos derivados da sua atividade tém demostrado promover efeitos favoraveis
(PAMPLONA et al., 2007; SEIXAS et al., 2009; PENA et al., 2012; PEREIRA et al.,
2016; RAMOS et al, 2019) e deletérios (SCHLUESENER; KREMSNER;
MEYERMANN, 2001; TAKEDA et al., 2005; EPIPHANIO et al., 2008; WALTHER et
al., 2012). A expressao da enzima tem mostrado estar aumentada no figado materno
(CRESSMAN et al., 2014; NAJJAR et al., 2019) e em sitios de implantagédo de
camundongos gestantes infectados (SARR et al., 2017; MORFFY SMITH et al., 2019).
Em concordancia, neste trabalho foi encontrado um aumento na expressao da enzima
no utero e placenta de camundongos gestantes infectados no inicio e no final na

gestacao.
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Em resumo, os dados do presente estudo sugerem que a infecgao por PbA
causa um aumento na hemodlise liberando grandes quantidades de heme que levaria
a uma expressado exacerbada de HO-1 na interface materno fetal no inicio da
gestacéo, isto por sua vez levaria a um aumento na deposi¢ao de ferro neste tecido
provocando estresse oxidativo via peroxidagao lipidica, a qual em conjunto com a
resposta pro-inflamatéria mediada principalmente por TNF levaria a perda
embrionaria. O tratamento com o inibidor da enzima ZnPPIX poderia estar modulando
a atividade da enzima para que esta possa exercer suas fungdes benéficas, sendo
isto verificado pelo aumento do sucesso gestacional durante a infecgdo. Nesse
sentido, estudos adicionais sdo necessarios para determinar se neste contexto o ferro
estaria causando morte celular por apoptose ou ferroptose e como moléculas
transportadoras de ferro estariam atuando para induzir ou prevenir o acumulo de ferro
neste cenario.

Os resultados da presente investigagao, ressaltam a importancia desse estudo
na malaria gestacional e abre novas perspectivas no manejo terapéutico da HO-1

nesse contexto.
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7. CONCLUSOES

* Os elevados niveis sorolégicos de heme podem estar levando a um aumento na
expressao de transcritos da HO-1 na interface materno-fetal no de camundongos
BALB/c infectados com P. berghei ANKA quando avaliados no inicio e final da

gestacao.

* A expressao exacerbada de mRNA HO-1 em sitios de implantacdo embrionaria de
camundongos com 8 dias de gestacdo parece ter induzido um aumento na
deposicao de ferro, estresse oxidativo e inflamagao durante a perda embrionaria

induzida pela infecgéo.

* Ainfecgdo levou a diminui¢cdo de células NK uterinas no inicio da gestac¢ao, porém
nao alterou o numero desse fendtipo celular no terco médio da gestagao,
entretanto, observou-se um menor remodelamento das artérias espiraladas o que

poderia estar relacionado ao estado de ativacdo dessas células.

» O tratamento com inibidor da enzima levou a atenuacgao dos efeitos adversos da
infeccdo durante a gestacdo, tanto na mae quanto no embrido/feto em
desenvolvimento. O mecanismo subjacente na prote¢do durante o inicio da
gestagéo envolve a modulagao da HO-1, presumivelmente até niveis funcionais, o
qual leva a menor deposicao de ferro na interface materno fetal, menor estresse
oxidativo e menores niveis de TNF que, em conjunto com o aumento nos niveis de
IL-2 poderia promover a preservagao no numero de células NK na decidua, levando

a um aumento no sucesso gestacional.

* A protegao conferida com a inibicdo de HO-1 foi diminuindo na medida que a
gestacao avanca, sugerindo que outros mecanismos de patogenicidade induzidos
pela infecgdo poderiam ser mais importantes para a geragéo de danos em estagios

avancgados da gestacéo.
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9. ANEXOS

9.1.Anexo 1. Certificado de aprovagao do projeto pelo comité de ética

L)rj Universidade Federal de Uberlandia “‘c_m("’a'?

— Comissao de Etica na Utilizagio de Animais — Utiizag#o de Animals
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Papel da hemeoxigenase-1 na
malaria congénita”, protocolo n® 066/17, sob a responsabilidade de
Neide Maria Silva — que envolve a produgdo, manutencdo e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA
NA UTILIZAGAO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE
FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunizo 15 de setembro de 2017.

(We certify that the project entitled “Papel da hemeoxigenase-1 na malaria congénita”, protocol
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scientific research - is in accordance with the provisions of Law n° 11.794, of October 8th, 2008,
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