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RESUMO

A infeccdo por Plasmodium é uma das infeccBes parasitarias com maior incidéncia no mundo,
sendo a complicacdo mais grave a malaria cerebral causada por P. falciparum. Além dos
sintomas cerebrais, também causa manifestacdo no sistema gastrointestinal, sendo o0s
mecanismos que levam a sintomas intestinais pouco conhecidos. Assim, neste trabalho
objetivou-se avaliar as possiveis alteracdes intestinais em um modelo animal de malaria
cerebral, buscando entender se existe relacdo entre o desenvolvimento de malaria cerebral e
alteragdes intestinais. Camundongos C57BL/6 foram inoculados com Plasmodium berghei
ANKACFP* e observados quanto as manifestagGes clinicas, atividade intestinal e mensuragéo
das caracteristicas macro e microscépicas do intestino, além de analisar a expressdo de alguns
genes como ChrgA, Tph-1, Muc-2, VIP, Piezzo-2, Hes-1 e Noch-1. Animais com malaria
cerebral apresentaram diminuicdo do peso, motilidade e aumento do muco intestinal. Além
disso, foi observado que os animais com malaria cerebral apresentaram uma hiperplasia e
hipertrofia de células caliciformes, ao contrario dos animais infectados que ndo desenvolveram
malaria cerebral. Por outro lado, os animais infectados que desenvolveram malaria cerebral
apresentam uma diminuicao de celulas enterocromafins. Também, foi observado diminuicao na
expressdo de mRNA de VIP no intestino dos animais que desenvolveram malaria cerebral. Estes
resultados sugerem que a infeccéo por P. berghei ANKA afeta os intestinos de forma distinta
guando os animais desenvolvem ou ndo maléaria cerebral e que a diminuicdo da expressdo de
mRNA de VIP pode estar envolvida nas altera¢cdes nos animais que desenvolvem malaria

cerebral.

Palavras chaves: Plasmodium berghei ANKA, maléria cerebral, intestino, células

enterocromafins, células caliciformes.



ABSTRACT

Plasmodium infection is one of the parasitic infections with the highest incidence in the world,
the most serious complication being cerebral malaria caused by P. falciparum. In addition to
brain symptoms, it also causes manifestation in the gastrointestinal system, and the mechanisms
that lead to intestinal symptoms are poorly understood. Thus, this study aimed to evaluate
possible intestinal alterations in an animal model of cerebral malaria, seeking to understand
whether there is a relationship between the development of cerebral malaria and intestinal
alterations. C57BL/6 mice were inoculated with Plasmodium berghei ANKA®™* and observed
for clinical manifestations, intestinal activity and measurement of macro and microscopic
characteristics of the intestine, in addition to analyzing the expression of some genes such as
ChrgA, Tph-1, Muc-2, VIP, Piezzo-2, Hes-1 and Noch-1. Animals with cerebral malaria
showed decreased weight, motility and increased intestinal mucus. Furthermore, it was
observed that animals with cerebral malaria showed hyperplasia and hypertrophy of goblet
cells, unlike infected animals that did not develop cerebral malaria. On the other hand, infected
animals that developed non-cerebral malaria show a decrease in enterochromaffin cells. Also,
a decrease in the expression of VIP mRNA was observed in the intestine of animals that
developed cerebral malaria. These results suggest that P. berghei ANKA infection affects the
intestines differently when animals develop cerebral malaria or not, and that decreased VIP

MRNA expression may be involved in the changes in animals that develop cerebral malaria.

Keys words: Plasmodium berghei ANKA, Cerebral Malaria, intestine, enterochromaffin cells,
goblet cells.
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1 INTRODUGAO

A malaria é uma doenca aguda e crbnica causada pelos parasitos protozoarios
intracelulares obrigatorios do género Plasmodium, transmitida pela picada de fémeas de
mosquitos Anopheles (FAURE, 2014). Em 2020 houve 241 milhdes de casos de malaria, e
estima-se que tenha causado 627.000 mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
Diferentes manifestacdes clinicas podem ocorrer durante a infeccdo por Plasmodium, que pode
ser assintomatica e também causar doenca fulminante, dependendo da espécie, idade e estado
imunoldgico do hospedeiro (ENGWERDA et al., 2005). Em particular, a maléria cerebral (MC)
resultante principalmente da infeccdo por Plasmodium falciparum é responsavel pela maioria

das mortes causadas pela malaria.

P. falciparum é a espécie mais virulenta de plasmodium que infecta 0 homem porque
pode invadir tanto eritrocitos maduros quanto precursores, 0 que gera um alto nivel de
parasitemia (LH et al., 2002; HORA et al., 2016; TORRE; LANGLAIS; GROS, 2018).
Alterages gastrointestinais também tem sido observadas durante a infec¢do por P. falciparum,
como 0 aumento da presenca de edema de mucosa, microtrombose, sangramento superficial,
atrofia gastrica e metaplasia intestinal. Essas altera¢es explicam os sintomas gastrointestinais,
como dor, vomito e diarreia, que tém sido associados a infeccdo por esse parasito (LEE;
COBAN, 2020).

O estudo da maléria cerebral levou ao desenvolvimento de modelos murinos com o
objetivo de obter um melhor entendimento da doenca, sendo que o modelo mais utilizado até
agora é a infeccdo de camundongos C57BL/6 com Plasmodium berghei ANKA (PbA) (REST,
1982a; ENGWERDA et al., 2005). Este modelo animal desenvolve os principais sintomas de
doencas humanas, como convulsdes, paralisias e ataques, 0 que permitiu estudar as diferentes
alteracdes em diferentes 6rgdos, como cérebro, baco, pulméo, rins e figado (HEARN et al.,
2000; MARTINS et al., 2009; BASIR et al., 2012; HOWLAND et al., 2015). Estudos
mostraram que camundongos jovens C57BL/6 (8 semanas) infectados com P. berghei ANKA
desenvolvem os principais sintomas de malaria cerebral logo apo6s a infeccdo, apesar de
apresentarem parasitemia relativamente baixa (HEARN et al., 2000). No entanto, a inducéo da
malaria cerebral experimental apresenta alguns desafios, pois nem todos os animais infectados
desenvolvem a doenca, que esta associada tanto a cepa do camundongo quanto a quantidade e

origem dos globulos vermelhos infectados inoculados (AMANI et al., 1998).

Alguns estudos tém buscado compreender a fisiologia do sistema gastrointestinal e as

alteragdes na microbiota intestinal durante a infecgdo por Plasmodium (TANIGUCHI et al.,
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2015; SHIMADA et al., 2019). A relacdo entre MC e disturbios gastrointestinais pode estar
relacionada & comunicagdo cérebro-intestino, que ocorre principalmente por meio da serotonina
(5-TH), sendo que 95% desse horménio é produzido e armazenado no sistema gastrointestinal
em células enteroendocrinas, especificamente células enterocromafins (EC), e apenas 5%
armazenados no sistema nervoso central (MARTIN et al.,, 2018b). Na parede do trato
gastrointestinal encontra-se o plexo mioentérico, que apresenta uma variedade de receptores 5-
TH que permite a comunicagdo entre o epitélio intestinal e 0s neur6nios entéricos através de
células EC (GRIBBLE; REIMANN, 2016). O plexo mioentérico tem um papel fundamental na
regulacdo da motilidade gastrointestinal, peristaltismo e renovac¢do do muco (HEARN et al.,
2000). Este ultimo, muco intestinal, € composto por mucinas, predominantemente MUC2, que
sdo produzidas por células especializadas chamadas células caliciformes (TYTGAT et al.,
1994).

Embora alguns estudos do sistema gastrointestinal durante a infeccdo por P. berghei
ANKA tenham sido realizados, as alteracOes presentes ainda ndo foram descritas ou explicadas
em profundidade. Por isso, decidimos investigar como a malaria cerebral, doenca que afeta o

sistema nervoso central, afeta o trato gastrointestinal.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Maléria

A maléaria é uma doenca parasitaria causada pelo coccidio protozoario do género
Plasmodium, que é transmitido pelo Anopheles spp. e capaz de infectar humanos e animais.
Existem aproximadamente 156 espécies de Plasmodium dos quais P. falciparum, P. ovale, P.
vivax e P. malariae causam malaria em humanos. A sintomatologia da doenca pode variar de
acordo com a espécie do parasito, assim, P. vivax causa diversos sintomas, mas raramente é
fatal, porém o P. falciparum causa a forma mais grave da doenca, levando a milhdes de mortes
por ano (GOMES et al., 2018).

A malaria é um problema significativo para as pessoas em areas de vulnerabilidade
social e sanitaria como na Africa, Asia e América Central e do Sul (PHILLIPS et al., 2017a). A
Organizacao Mundial da Saude (OMS) estimou mais de 241 milhdes de casos de infeccdo em
85 paises e 627.000 mortes por malaria em 2020 (L1; MANAGI, 2022). A Africa é responsavel
pelo maior nimero de casos com (88%), seguida pelo Sudeste Asiatico (10%), regido do
Mediterraneo Oriental (2%) e América Central e do Sul (<1%). No continente americano, em
termos de incidéncia anual, o Brasil apresentou a quinta maior incidéncia de malaria na América
Latina depois de Guiana, Venezuela, Peru e Colombia (GOMES et al., 2018).

Entre as espécies conhecidas por infectar humanos, P. falciparum é a mais letal, embora
P. vivax tenha uma distribuicdo geografica mais ampla (ADDERLEY et al., 2022). Além disso,
P. falciparum é responséavel por causar mais de 60% da malaria presente em criangas entre 2-
10 anos de idade (LI; MANAGI, 2022). No entanto, a infeccdo ndo necessariamente causa
malaria grave, pois a alta exposi¢do ao parasito produz imunizacdo, impedindo que a doenga
chegue a esse ponto (REAL; MANCIO-SILVA, 2022), ou seja, a malaria grave ocorre
principalmente em individuos que ndo possuem imunidade protetora, entdo geralmente ocorre
em criangas maiores de 6 meses e menores de 5 anos, além de pessoas que estdo em areas de

pouca exposicdo ao parasito (ADEYEMO et al., 2022).

Assim como a maldria é causada por diferentes espécies de parasitos, a infeccdo pode
causar varios sintomas, desta forma a doenca pode ser classificada da seguinte forma
(PHILLIPS et al., 2017b):

Malaria assintomatica: Como o préprio nome diz, ndo apresenta sintomas apesar de
ter parasitos circulantes, este tipo de malaria pode ser causado por todas as espécies de

Plasmodium spp.
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Maléria ndo complicada: Assim como a anterior, pode ser causada por todos os
Plasmodium spp. Os sintomas tornam-se inespecificos e podem incluir febre, calafrios
moderados a intensos, sudorese profusa, cefaleia, nauseas, vomitos, diarreia e anemia, sem

achados clinicos ou laboratoriais de disfungdo organica grave.

Malaria grave (complicada): esta frequentemente associada a hiperparasitemia e
aumento da mortalidade. Este tipo de malaria é geralmente causado por infec¢do por P.
falciparum, embora menos comumente também possa ser causado por P. vivax ou P. knowlesi.
As complicaces pela infeccdo incluem anemia grave e lesdo de 6rgéos-alvo, além de coma,

complicagdes pulmonares e hipoglicemia ou leséo renal aguda.

Malaria placentaria: quando ha infeccdo durante a gestacdo e 0s parasitos estdo

presentes na placenta, levando a complicacGes para o feto e a mae.

2.2  Plasmodium

Ciclo de vida de Plasmodium

Os parasitos do género Plasmodium tém ciclos de vida complexos devido a mdltiplas
transi¢Oes fenotipicas envolvendo hospedeiros vertebrados e invertebrados. O ciclo de vida do
parasito ocorre intra e extracelularmente, onde os principais locais de diferenciacéo e replicacdo
compreendem o intestino médio das fémeas de mosquitos Anopheles, hepatdcitos no figado e
eritrocitos no sangue. Plasmodium também pode proliferar na medula éssea e no ba¢co. Quando
0 mosquito pica, inocula através da pele os parasitos na forma de esporozoitos. Os esporozoitos
tornam-se altamente mdveis em resposta a uma mudanca no ambiente, o que lhes permite
migrar através do tecido até atingir um vaso sanguineo onde entram na circulagdo sanguinea.
Grande parte dos esporozoitos invade o figado, nos hepatdcitos, os parasitos se diferenciam e
se multiplicam por esquizogonia para gerar milhares de merozoitos, que séo liberados de volta
na corrente sanguinea onde realizam ciclos de invasao eritrocitaria e replicacdo intracelular
(REAL; MANCIO-SILVA, 2022) (Figura 1).
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Figura 1. Desenvolvimento do Plasmodium ao longo do ciclo de vida.

Esquemas dos diferentes estagios fenotipicos e trajetérias de desenvolvimento de
parasitos Plasmodium no hospedeiro mamifero e no mosquito vetor. Parasitos sdo mostrados
em azul, hepatocitos em marrom claro e eritrocitos em vermelho. O desenvolvimento assexuado
é representado por setas vermelhas, enquanto o compromisso e/ou desenvolvimento sexual séo
indicados por setas roxas. A fileira central de hepatdcitos infectados representa o estagio latente
de hipnozoita de Plasmodium vivax. Abreviatura: SG, glandula salivar. (REAL; MANCIO-
SILVA, 2022).

2.3 Maléria cerebral

A malaria cerebral (MC) é a forma mais grave e potencialmente letal das complicacdes
associadas a malaria, é causada pelo parasito P. falciparum, sendo que esta complicagdo da
malaria leva ao desenvolvimento de sequelas neurocognitivas e tem uma alta taxa de
mortalidade (NGO-THANH et al., 2020; ASIEDU et al., 2022). A OMS define MC como uma
sindrome clinica caracterizada por coma com a presenca de formas assexuadas de P. falciparum
no sangue periférico, quando ha a excluséo de outros fatores que podem causar inconsciéncia,
como outras infec¢des ou hipoglicemia (GHAZANFARI; MUELLER; HEATH, 2018).

A malaria cerebral inclui o sequestro microvascular de eritrdcitos infectados com P.
falciparum, levando a processos cerebrais inflamatérios e perda da integridade da barreira
hematoencefalica (NISHANTH; SCHLUTER, 2019; ASIEDU et al., 2022) . Esses processos
sdo iniciados através da exposi¢cdo ou adesdo dos eritrocitos infectados ao endotélio cerebral,

desencadeando a resposta imune do hospedeiro gerando sinais inflamatérios (NISHANTH;
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SCHLUTER, 2019; ASIEDU et al., 2022). Também durante a maldria cerebral, P. falciparum
tem a capacidade de infectar eritrécitos imaturos, 0 que gera processos alterados da
eritropoiese, além da infeccdo causar estresse oxidativo (TORRE; LANGLAIS; GROS, 2018;
NISHANTH; SCHLUTER, 2019; ASIEDU et al., 2022).

2.4 Modelo de malaria experimental

Modelos animais de doencas humanas sao utilizados ha muitos anos em diferentes areas
de pesquisa, constituindo uma das etapas fundamentais da biomedicina. S0 necessarios tanto
para projetos de pesquisa quanto em testes diagndsticos e terapéuticos e no controle de produtos
farmacoldgicos (YUNTA, 2007). Os modelos experimentais tém permitido o desenvolvimento
do conhecimento em diferentes areas da ciéncia. No caso especifico do estudo da malaria, o
modelo murino é uma importante ferramenta para compreender o desenvolvimento do parasito
no hospedeiro e no vetor invertebrado, o comportamento da doenga, a resposta imune do
hospedeiro ao parasito e o desenvolvimento da vacina. O modelo experimental na maléria
cerebral compreende o uso do parasito P. berghei ANKA e do camundongo C57BL/6 (OCA;
ENGWERDA; HAQUE, 2013).

2.4.1 Malaria em camundongos

O inicio do modelo experimental para a maléaria ocorre a partir da descoberta dos
parasitos do género Plasmodium que infectam roedores, em 1948, por pesquisadores da
Universidade de Edimburgo, no Reino Unido, denominado Plasmodium berghei Vincke &
Lips, 1948 (VINCKE; DE; 1948), isolado de um roedor originario da Republica Democrética
do Congo na Africa (PATTARADILOKRAT et al., 2022). Posteriormente, outros parasitos do
género Plasmodium tém sido isolados em diferentes partes da Africa. Inicialmente, a descricdo
das diferentes espécies de parasitos foi complexa porque morfologicamente sdo muito
semelhantes, por isso, s6 a partir do desenvolvimento de técnicas moleculares foi possivel
demonstrar que os parasitos isolados de diferentes lugares da Africa eram realmente espécies
diferentes, pois as novas técnicas permitiram analisar a variacdo de pesos moleculares e padrdes
enzimaticos, assim como determinar polimorfismos genéticos (CARTER, 1973). Foi assim que
em 1973 foi demonstrado que P. berghei e P. vinckei correspondem a espécies diferentes.
Posteriormente, as diferentes técnicas que foram surgindo permitiram a descricdo do P.
chabaudi Landau, 1965 (LANDAU, 1965), P. yoeli (LANDAU; KILLICK-KENDRICK, 1966)
e P. vinckei Rodhain, 1952 (RODHAIN, 1952) e diferentes cepas atualmente reconhecidas.
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A possibilidade de ter o parasito isolado sob condic¢des controladas, assim como manté-
lo em camundongos de laboratério, tem permitido que cruzamentos genéticos mapeiem 0s
genes do parasito e do hospedeiro, 0 que tem contribuido ao entendimento da infeccdo e da
gravidade da doenca. Em relacdo ao entendimento da malaria, o isolamento da espécie P.
berghei e a descrigdo de cepas como ANKA e NK65 foi muito importante, tendo em conta que
mimetizam alguns efeitos da infeccdo em humanos como respostas inflamatorias excessivas.
Além disso, cada cepa gera uma resposta diferente, é assim que o P. berghei ANKA é altamente
virulento e gera sintomas cerebrais enquanto o0 NK65 ndo (PATTARADILOKRAT et al.,
2022). Além dos sintomas neuroldgicos P. berghei ANKA também gera alteracBes
histopatologicas, sequestro de hemdcias infectadas nos vasos sanguineos do cérebro de
camundongos, o0 que acontece da mesma forma nos humanos. As caracteristicas da infec¢éo por
P. berghei ANKA em camundongos sdo as mais semelhantes as de humanos (Tabela 1),
embora esse modelo ndo compartilhe todas as sintomatologias da malaria cerebral humana,
tornando-se o parasito mais utilizado no modelo experimental de maléria cerebral (YANEZ et
al., 1999; GRIFFITH et al., 2007; TANIGUCHI et al., 2015; SHIMADA et al., 2019).

2.4.2 Camundongo como modelo experimental.

O modelo de camundongo tem sido amplamente estudado devido as muitas semelhancas
entre a via de resposta imune e os antigenos da malaria definidos em parasitos murinos e
humanos (BASIR et al., 2012). Embora tenha limitacbes em mimetizar todas as caracteristicas
da doenca humana, a maior parte do conhecimento atualmente disponivel é basicamente
baseado em dados de modelos animais (BASIR et al., 2012). O modelo mais comum da Malaria
¢ camundongo infectado com Plasmodium o qual pode gerar malaria cerebral quando a
linhagem do camundongo é susceptivel a cepa do parasito P. berghei ANKA, e embora a
maioria das linhagens de camundongos sejam suscetiveis a malaria cerebral (CBA/ca, CBA/J,
CBA/HN, C57BL/6J, C57BL/6N, SLJ/J, 129/Ola, Swiss y NMRI), existem algumas linhagens
que podem apresentar resisténcia a infeccéo e nao gerar malria cerebral, como C3H, BALB/c,
DBA/2 y 129Sv/ev (ENGWERDA et al., 2005). Os camundongos ICR e C57BL/6 sdo cepas
suscetiveis para o desenvolvimento de malaria cerebral, e sdo usados como modelo
experimental, porém, camundongos ICR geram malaria cerebral com altos niveis de
parasitemia 60-80% (BASIR et al., 2012), enquanto C57BL/6 apresenta parasitemias muito
mais baixas (CARROLL et al., 2010; OCA; ENGWERDA; HAQUE, 2013; TANIGUCHI et
al., 2015). Portanto, o0 modelo mais utilizado e melhor descrito compreende o uso de C57BL/6
infectado com o parasito da malaria de roedores, P. berghei ANKA. (REST, 1982b; CARROLL
etal., 2010; OCA; ENGWERDA; HAQUE, 2013).
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2.4.3 Modelo de Maléria Cerebral Experimental

O modelo experimental de malaria cerebral utilizando-se o camundongo C57BL/6
infectado com P. berghei ANKA é um dos melhores descritos e desenvolve a doenca mais
semelhante ao humano. O desenvolvimento da doenga em humanos compartilha a maioria das
carateristicas fisica, comportamental, imunoldgica, bioldgica e histopatoldgicas no cérebro,
como se apresenta na Tabela 1, embora, um dos sintomas que diferem, é a presenca de febre,
no modelo animal a hipotermia é apresentada ao invés de febre (TORRE; LANGLAIS; GROS,
2018).

Tabela 1. Comparacdo da doenca maléria entre homens e modelo experimental
murino. Comparagdo das caracteristicas da doenca do cérebro humano com malaria vs. malaria
cerebral no modelo experimental camundongo infectado com P. berghei. Tabela retirada e traduzida
de (TORRE; LANGLAIS; GROS, 2018)

Parametro MC Humano MC Experimental

Fisico e comportamental

convulsdes, paralisia, ataques. + +
Febre + -
Hipotermia - +

Histopatologia cerebral

Astrocitos e mudancgas na microglia + +
Sequestro de pRBCs + +
Sequestro de leucécitos + +
Sequestro de plaquetas +* +

Protuberancias semelhantes a botdesem + -

pRBCs

Hemorragia parenquimatosa + +
Danos neuronais + +
Edema + +
Imunolégico

Expresséo de citocinas pré- + +

inflamatérias

Superexpressao de moléculas de MHC  + +

Classe l e I

Regulagdo positiva da molécula de ICAM-1, VCAM-1, ICAM-1, VCAM-1
adesdo celular E-selectina,

TSP, CSA, acido hialurénico.

Biogquimico
Aumento de lactato + +
Aumento dos metabdlitos da via da + +

quinurenina
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*Presente em criangas com MC da Africa Subsaariana, mas néo relatado em MC adulto

pRBCs: Sigla do inglés parasitized red blood cells; pRBC. parasitized red blood cells MHC, Major Histocompatibility Complex.;
CSA- Chondroitin Sulfate A; ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1; VCAM-1- vascular cell adhesion molecule 1;
TSP — trombospondina

Para esse modelo Carroll et al 2010, desenvolveram uma escala quantitativa e rapida de
comportamento e coma murino (RMCBS), que permite ao pesquisador acompanhar cada
animal rapidamente. Isso foi projetado para avaliar cada animal em 3 minutos e é composto por
10 parametros (andar, equilibrio, desempenho motor, posicdo corporal, forga dos membros,
escape ao toque, reflexos auditivos, reflexos digitais, agressividade e higiene), cada parametro
é pontuado de 0 como 0 mais baixo, para 2 como 0 mais alto, com uma pontuagdo maxima
possivel de 20, entdo, a minima pontuacdo indica a presenca da malaria cerebral. Os autores
relataram que animais infectados com 1x10° hemacias infectadas com parasito P. berghei
ANKA, desenvolvem sintomas neuroldgicos e evoluem rapidamente para a morte dentro de 5

a 10 dias da infeccdo, apresentando parasitemia relativamente baixa. Além disso, eles
associaram os parametros com alteracdes histopatologicas. A importancia deste modelo esta

em que o desenvolvimento da doenca pela infeccdo do parasito é independente em cada
individuo porque a idade e o sistema imunoldgico do animal podem influenciar a severidade da

doenga.

2.5 Intestino

O trato intestinal ¢ um dos dérgdos mais complexos do corpo em relacdo ao seu
funcionamento e arquitetura e é subdividido em cinco dominios funcionais ao longo do eixo
proximal para distal: duodeno, jejuno e ileo no intestino delgado, e o ceco e o colon que formam
0 intestino grosso (HOUNNOU et al., 2002). O intestino compreende tipos especializados de
celulas e tecidos de todas as trés camadas germinativas. Os tecidos intestinais incluem epitélio
derivado do endoderma, que abriga células-tronco intestinais especializadas (SATO;
CLEVERS, 2013), musculo liso derivado do mesoderma, vasculatura, células linfaticas e
imunes e o0 sistema nervoso entérico derivado do ectoderma (WELLS; SPENCE, 2014).
Contribuicdes de todas as camadas germinativas sdo necessarias para ajudar a coordenar uma
infinidade de fungdes intestinais (WELLS; SPENCE, 2014).

2.5.1 Intestino delgado

O intestino delgado é especializado em funcgdes digestivas e absortivas, apresenta
vilosidades em toda sua extensdo. A digestdo requer um pH neutro que é alcancado pelas
secrecdes das glandulas de Brunner e do pancreas exocrino. O intestino delgado é dividido em

trés regides:
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Duodeno: é a porcdo proximal adjacente ao estdmago. Apresenta vilosidades altas e
delgadas que se estendem até o limen. No duodeno também estdo as glandulas de Brunner, as

quais estdo localizadas na submucosa.

Jejuno: é a porcdo intermediaria, as vilosidades sdo altas e delgadas que se estendem

até o limen, ndo apresenta glandulas na submucosa.

fleo: é a porcdo distal adjacente ao intestino grosso. Apresenta vilosidades curtas e
largas com extremidades rombas que se estendem para dentro do IUmen; ndo apresenta
glandulas na submucosa (TREUTING; VALASEK; DINTZIS, 2012).

2.5.2 Diferentes populacdes de células intestinais

O intestino é revestido por um epitélio simples, formado por uma monocamada de
células epiteliais. Essas células sdo originarias de células-tronco multipotentes presentes nas
criptas, dentre elas estdo: enterocitos, células de Paneth, células caliciformes e células
enterocromafins (NOAH; SHROYER, 2013).

2.5.2.1 Enterocitos

Sdo as principais células intestinais, absortivas que constituem > que 80 % de todas as
células epiteliais do intestino delgado (CHENG; LEBLOND, 1974; SNOECK; GODDEERIS;
COX, 2005). Enterdcitos desempenham um papel na absor¢éo de nutrientes, e atuam como uma
barreira a entrada de micrébios e toxinas do lumen para o tecido, podem secretar citocinas e
guimiocinas em resposta a sinais inflamatorios. Por meio dessa secrecdo, 0s enterdcitos podem
ativar e recrutar células inflamatérias e imunes, podendo também atuar como células

apresentadoras de antigenos quando séo estimuladas(CHOUGULE et al., 2012).

2.5.2.2 Celulas de Paneth

As células de Paneth s@o células epiteliais altamente especializadas do intestino delgado,
povoam a base das criptas de Lieberklhn, as quais sdo pequenas invaginagcfes que revestem a
superficie da mucosa ao longo do intestino (PORTER et al., 2002; STAPPENBECK, 2009).
Tem uma morfologia Unica caracterizada por um extenso reticulo endoplasmatico e rede de
Golgi que direcionam grandes e densos granulos secretores para a membrana apical
(OUELLETTE, 2010; CLEVERS; BEVINS, 2013). Os granulos secretores das células de
Paneth sdo ricos em diversas proteinas e peptideos de defesa do hospedeiro, lisozima, proteina
de ligacdo ao lipopolissacarideo, Reglll-y e xantina oxidase, metaloproteinase de matriz 7
(MMP7), ligante CD95, IgA acho que ndo, CD1d, polipeptideo intestinal rico em cisteina,

CD15 e metalotioneina, e uma série de mediadores pro-inflamatorios que incluem interleucina-
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172 (IL-17%), fator de necrose tumoral-a (TNF- a), IL-1p e lipocinas (PORTER et al., 2002;
TAKAHASHI et al.,, 2008; STAPPENBECK, 2009; OUELLETTE, 2010). No intestino
delgado, a fonte primaria, mas ndo exclusiva, de proteinas e peptideos antimicrobianos
presentes no Iimen sdo as células de Paneth. Essas proteinas provavelmente moldam a
composicdo das espécies e a abundancia dos micrébios locais que residem no lumen do
intestino, além de desempenhar um papel na eliminagdo de patdgenos potenciais
(STAPPENBECK, 2009) .

2.5.2.3 Células caliciformes

As células caliciformes sdo células epiteliais intestinais secretoras, especializadas na
sintese e secrecdao de mucinas formadoras de gel. As camadas de mucina cumprem as fungdes
de lubrificacédo e barreira fisica, mediante a criacao de estruturas semelhantes a redes que séo
impenetraveis as baterias (BIRCHENOUGH et al., 2015). Existem dois tipos de camadas de
mucina: uma camada fixa (ou firme) e uma camada solta, normalmente, o intestino delgado
contém uma Unica camada de muco que nao esta ligada aos enterdcitos, enquanto o célon possui
duas camadas de muco, a camada interna serve para separar as células epiteliais intestinais das
bactérias presentes na camada mucosa externa (ATUMA et al., 2001; JOHANSSON et al.,
2008; BIRCHENOUGH et al., 2015). Entre varias moléculas da familia das mucinas, MUC2 é
a mais abundante nos granulos secretores das células caliciformes e representa a primeira
grande glicoproteina clonada (ALLEN; HUTTON; PEARSON, 1998). A importancia das
células caliciformes na protecdo da mucosa intestinal € destacada pelos papéis de dois produtos
de células caliciformes, MUC?2 e o peptideo trefoil factor 3 (TFF3) (KURASHIMA; KIYONO,
2017).

2.5.2.4 Celulas enterocromafins

O epitélio intestinal estd geralmente associado a absorcdo de nutrientes e funcdo de
barreira. As células enteroenddcrinas (CEES) constituem apenas 1% do epitélio intestinal e s&o
células produtoras de hormonios que controlam os principais processos fisioldgicos
relacionados a ingestdo alimentar, secretando mais de 20 peptideos diferentes (BEUMER,;
GEHART; CLEVERS, 2020). Os horménios sdo produzidos em uma célula individual e
quando estimulada causa a liberagdo dependendo do tipo de CEE e mudam ao longo da vida de
uma célula enteroendécrina individual (BEUMER; GEHART; CLEVERS, 2020).
Classicamente, os CEEs sdo distinguidas pelo principal horménio que secretam: células
enterocromafins (EC) (serotonina, 5-HT), células I (colecistocinina, CCK), células K (peptideo
inibitério gastrico, GIP), células L (peptideo semelhante ao glucagon 1, GLP-1), células X
(grelina, GHRL), células S (secretina, SCT), células D (somatostatina, SST) e células N
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(neurotensina, NTS) (DIWAKARLA etal., 2017; HABER et al., 2017). O repertorio hormonal
de uma célula individual é limitado pela linhagem enteroenddcrina e gastrointestinal
(BEUMER; GEHART; CLEVERS, 2020). As células enterocromafins (EC) sdo o subtipo mais
abundante de células enteroenddcrinas intestinais, que podem entrar em contato direto com o
lumen intestinal e interagir com as terminag@es nervosas aferentes e eferentes localizadas na
lamina propria por meio de conexdo sindptica (REZZANI et al., 2022). Embora representem
menos que 1% das células epiteliais intestinais, podem produzir e liberar 90% da serotonina do
corpo, que é essencial para a motilidade intestinal, funcdo plaquetaria, resposta imune e
desenvolvimento 6sseo ( Revisado em XU et al., 2021). As células EC produzem a
Cromogranina A (ChrgA), que é uma proteina sollvel que compde maioritariamente 0s
granulos de secrecdo destas células (VARNDELL et al., 1985).

2.5.2.5 Mastocitos

Os mastdcitos sdo células importantes do sistema imunoldgico, encontradas nos tecidos
conjuntivos de todo o corpo, em particular, na pele, perto dos vasos sanguineos e linfaticos, dos
nervos, dos pulmdes e intestinos (KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016).
Eles tém uma aparéncia arredondada e seus granulos apresentam metacromasia (assumem uma
cor diferente da apresentada pelo corante) (FONG; CRANE, 2022). Os mastocitos
desempenham um papel importante na resposta do sistema imunoldgico a certas bactérias e
parasitos, também ajudam a controlar outros tipos de respostas imunes e contém substancias
quimicas como histamina, heparina, citocinas e fatores de crescimento (SHIMOKAWA et al.,
2017).

Os mastocitos estdo localizados nas camadas mucosa e submucosa em todo o trato
intestinal e sdo frequentemente observados proximos das terminagdes nervosas dos neurénios
sensoriais e autbnomos. Os mastocitos sdo classificados como células mastocitarias da mucosa
ou mastocitos de tecido conjuntivo, sdo morfoldgica, bioquimica e funcionalmente distintos
dos mastocitos do tecido conjuntivo (GURISH; AUSTEN, 2012). Tem sido relatado que
existem dois tipos de degranulacdo em mastdcitos: degranulacdo rapida geral e degranulagéo
constante fragmentada. Supde-se que a degranulacdo rapida geral ¢ dominante em mastdcitos
de tecido conjuntivo, enquanto a degranulagdo constante aos poucos pode ser dominante em
mastdcitos de tecido da mucosa (ABDELLAH et al., 2018; KADOWAKI; YAMAMOTO;
HAYASHI, 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/degranulation
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2.6 Alterac0es intestinais na malaria cerebral.

A maléria em humanos pode causar sérios disturbios em os diferentes 6rgdos como nos
pulmdes, coracdo, figado, baco, rins e intestinos (KEVIN BAIRD, 2013). Embora, durante a
infeccdo sdo comuns os danos cerebrais e disturbios respiratdorios, os sintomas gastrointestinais
predominam (FAURE, 2014). Tem sido evidenciado que a infeccdo por P. falciparum pode
apresentar altos niveis de parasitas nos vasos sanguineos das membranas mucosas do intestino
delgado, com relativamente poucos parasitas no resto do corpo (FAURE, 2014). A presenca de
sintomas gastrointestinais levou a avaliacdo de alteragdes gastrointestinais durante a infeccao
por plasmoédio em diferentes modelos experimentais. Assim foi avaliado o Plasmodium
chabaudi ao infectar camundongos C57BL/6, constatando que quando h& desnutrigdo e
infeccdo pelo parasita, ocorrem alteragdes intestinais como deformidade das células epiteliais e
permeabilidade intestinal (MURR et al., 2021). Verificou-se também que uma unica infeccao
com P. chabaudi levou a um aumento de TNF, IL-6 e IL-10 no cdlon, mas ndo afetou a
producédo de citocinas no ceco (DOS SANTOS et al., 2021). Por outro lado, no modelo
experimental de malaria cerebral com P. berghei ANKA, em camundongos C57BL/6 com 7-8
d.i., foram encontradas alteracGes como encurtamento do intestino, retencdo de gases, perda da
permeabilidade intestinal, além de alteracBes da mucosa, como edema, afinamento da mucosa
e muscular, aumento das células caliciformes e oclusdo dos vasos sanguineos (TANIGUCHI et
al., 2015; SHIMADA et al., 2019).

Embora alguns estudos a respeito de sintomas/alteracdes gastrointestinais durante a
infeccdo por P. berghei ANKA tenham sido realizados, os mecanismos envolvidos nessas
alteragdes ainda ndo foram elucidados. Além disso, ndo tem reportado se as alteracOes
intestinais estdo relacionadas com o desenvolvimento da infeccdo. E dizer, se apresenta
diferencas nas alteracdes intestinais quando se desenvolve malaria cerebral ou ndo. Assim, o
objetivo do presente estudo foi investigar como a infecgdo por P. berguei ANKA afeta o

intestino quando se desenvolve a maléria cerebral ou néo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as alteracBes intestinais no modelo de malaria cerebral experimental em

camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA que desenvolvem malaria cerebral

ou ndo.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o escore de morbidade em animais infectados com P. berghei ANKA;
Mensurar a parasitemia dos animais infectados com P. berghei ANKA durante o
desenvolvimento da doenca;

Avaliar a presenca de gases gastrointestinais e o transito intestinal dos animais
infectados que desenvolvem malaria cerebral ou ndo, em relacdo aos néo infectados;
Dosar hemoglobina e glicose no sangue dos animais infetados com P. berghei ANKA;
Analisar as alteracdes histologicas no intestino de animais infectados que desenvolvem
malaria cerebral ou néo;

Quantificar os mastdcitos no intestino de animais infectados e ndo infectados;
Quantificar as células caliciformes e mensurar as vesiculas de secre¢do das mesmas em
animais infectados e ndo infectados;

Detectar a camada de muco no intestino grosso de camundongos C57BL/6 infectados
com P. berghei ANKA,

Detectar e quantificar as células enterocromafins no intestino de animais que
desenvolvem maléria cerebral ou ndo, e animas nédo infectados;

Analisar a expressao de Mucina 2 (Muc2),
Triptofano hidroxilase (Tphl), Cromogranina A (ChrgA), Peptideo intestinal vasoativo
(VIP), Receptor Notch 1 (NOTCH-1), Interleucina-13 (IL-13), PIEZO-2 e HES-1 por
PCR quantitativa (QPCR) em tecido intestinal de animais infectados e ndo infectados;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Em todo o estudo foram utilizados 49 Camundongos C57BL/6 fémeas de 7-8 semanas
de idade, os quais foram criados e mantidos em condigdes especificas livres de patdgenos na
Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), em
ambiente com temperatura controlada (22-25°C), ciclos claro/escuro de 12 h e livre acesso a
racao e dgua. Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com as normas
éticas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal
de Uberlandia (CEUA/UFU) sob protocolo de nimero 050/21 (ANEXO 1).

4.2 Cepa do parasito e inoculo

A cepa P. berghei ANKA, expressando a proteina fluorescente green fluorescent protein
(GFP), foi usado para infectar os animais neste estudo. Com a finalidade de preparar indculos
com carga parasitaria conhecida e padronizada para todos 0s animais dos grupos experimentais,
hemacias infectadas com a cepa de P. berghei ANKA foram mantidas em nitrogénio liquido e
descongeladas para infectar camundongos C57BL/6 fémeas pela via intravenosa (i.v.) (plexo
retro orbital). Amostras de sangue da cauda destes animais foram coletadas para avaliar a
porcentagem de parasitemia. Quando as fémeas atingiram parasitemia de 1-2 %, o sangue foi
coletado e aliquotas de parasitos com 1x10° hemécias infectadas foram preparadas em um
volume final de 100 pL cada, ressuspensas em 10% de glicerina e PBS. As aliquotas foram
armazenadas a -80 °C até 0 momento de uso. Sendo assim, apds descongelamento do indculo
0s animais do grupo experimental foram infectados com 100 puL do mesmo por via i.v. e 0s

animais controles nao infectados foram inoculados com 100l de PBS.

4.3 Desenho experimental

Para a avaliacdo do intestino durante a malaria cerebral, camundongos C57BL/6 foram
infectados com a cepa P. berghei ANKA. O efeito da infeccdo foi comparado com
camundongos C57BL/6 ndo infectados (NI), sob as mesmas condi¢des experimentais. Apos 0
quarto dia de infeccdo até 0 momento da eutanasia os animais foram monitorados para anélise
da parasitemia. Para isso, amostras de sangue foram coletadas da cauda e fixadas em
formaldeido 4%. As amostras foram armazenadas a 4 °C até a analise em citdmetro de fluxo.
Além disso a sobrevivéncia, perda percentual de peso e sinais clinicos dos animais foram

avaliados diariamente a partir do dia 4 apds a infecgdo (p.i.). Os sinais clinicos especificos da
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malaria cerebral experimental, foram avaliados de acordo com a Escala Rapida de Coma e

Comportamento Murino (RMCBS - Rapid Murine Coma and Behaviour Scale) (Figura 2).

Infeccéo iv
1=10% hemacias
infectadas com
Fb ANKA>GFF

(@)

—

Figura 2. Desenho experimental para desenvolvimento de Malaria Cerebral.

A figura representa o desenho experimental, desde o dia de infecgéo dos animais C57BL/6, com 1x10° hemécias infectadas com
P. berghei ANKA *¢7 (sinalado com a seta), até o Gltimo dia de eutanasia. O dia 7 representa o primer dia de eutanésia quando
os animais desenvolvem maldria cerebral de acordo com a pontuagéo do score. E o dia 9 a segunda eutanasia dos animais que néo
desenvolvem mal&ria cerebral.

A RMCBS é uma escala quantitativa que avalia dez parametros (andar, equilibrio,
desempenho motor, posicdo corporal, forca dos membros, fuga ao toque, reflexo do pavilhéo
auricular, pinca do dedo do pé, agresséo e higiene) e é pontuado de 0 a 20, onde a pontuacéo de
0 corresponde ao animal mais doente e 20 a pontua¢do em animal saudavel (CARROLL et al.,
2010).

Tabela 2. Parametros avaliados no escore RMCBS
Parametro Score  Descrigcdo
Andar (0-2) Sem movimento (0), ataxico (1), movimentacdo normal (2)
o Sem extensdo corporal (0), extensdo das patas frontais na parede (1),

Equilibrio (0-2) o

corpo inteiro levantado (2)

Nenhum (0), 2-3 cantos explorados em 90 segundos (1), exploracdo dos
Desempenho motor (0-2)

4 cantos em 15 segundos (2)
Posicéo corporal (0-2) De lado (0), curvado (1), extensdo completa (2)

Hipotdnico, sem aperto (0); aperto fraco, apenas das patas frontais (1);
Forca dos membros (0-2)
aperto forte (2)

Escape ao toque (0-2) Nenhum (0), unilateral (1), bilateral e instantdneo em 3 tentativas (2)
Reflexos auditivos (0-2) Nenhum (0), unilateral (1), bilateral e instantaneo em 3 tentativas (2)
Reflexos digitais (0-2) Nenhum (0), unilateral (1), bilateral e instantaneo em 3 tentativas (2)

o Nenhuma (0), tentativa de mordida durante o corte da cauda (1),
Agressividade (0-2) ) )
tentativa de mordida antes do corte da cauda (2)

Higiene (0-2) Despenteado, com faixas de pelo fora de lugar (0),
empoeirado/arrepiado (1), normal/ limpo e com brilho (2)
(CARROLL et al., 2010)
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Os animais foram eutanasiados quando a escala de comportamento indicava a presenca
de malaria cerebral (pontuacdo de 5 ou menos, animais em coma), ou no dia 9 p.i pois 0s animais
que sobreviveram neste dia ndo desenvolveriam a maléria cerebral e foram considerados como
animais com mal&ria anémica, os animais ndo infetados foram eutanasiados entre os dias 7 e 9

(Tabela 3). Desta forma os animais foram divididos em trés grupos:

Tabela 3. Grupos experimentais

GRUPO ABREVIACAO DESCRICAO
Malaria Cerebral MC Animais com pontuagdo de RMCBS < 5.
) Animais com 9 dias de infec¢do e pontuacdo do
Malaria N&o Cerebral MNC
RMCBS de 16+1.
Nao Infectado NI Animais néo infectados.

4.4  Anestesia, eutanasia, coleta de amostras e 6rgaos

Antes da eutanasia, os animais foram anestesiados com Xilazina 10 mg/Kg e Cetamina 100
mg/Kg (Vetnil, Louveira, SP, Brasil) administradas por injecdo intraperitoneal (i.p). No
momento da eutanasia se fez observacdo macroscépica e registro fotografico dos intestinos.
Amostras de sangue da cauda foram coletadas para dosagem de hemoglobina. Posteriormente,
os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O intestino delgado e o intestino
grosso foram mensurados e pesados e as caracteristicas macroscopicas foram documentadas. O
intestino delgado foi coletado, cortado e dividido em quatro por¢des (duodeno, jejuno proximal,
jejuno distal e ileo), e cada porcdo foi enrolada sobre si mesma para fazer um “rolo
sui¢o”, para analises histologicas em toda sua extensdao. Além disso, o cérebro e baco também
foram coletados, o bago foi pesado e o cérebro foi coletado para analise histolégica. Os 6rgaos
coletados para histologia foram fixados em formol tamponado a 10% e processados
rotineiramente para inclusdo em parafina e seccionamento. O sangue do animal foi coletado
pelo plexo retro orbital no momento da eutanasia com o animal anestesiado, posteriormente foi
centrifugado para separar o soro para anélise de glicemia, o qual foi coletado e mantido a -80°C.
Além disso, fragmentos de tecido intestinal (o ileo préximo ao jejuno distal), cérebro
(hemisfério esquerdo) e coldn (por¢cdo mais proxima ao seco) foram coletados para analises de
biologia molecular, sendo anteriormente lavados em solugéo salina tamponada com fosfatos
(PBS) e acondicionados em micro tubos, os quais imediatamente foram congelados em

nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C até 0 momento do uso.
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4.5 Parasitemia dos animais infectados com P. berghei ANKA

A parasitemia dos animais foi avaliada por citometria de fluxo desde o dia 4 p.i até o
dia da eutanasia. Para tal fim, foram coletadas aproximadamente duas gotas do sangue da cauda
dos camundongos, e ressuspensas em 500 pL de PBS estéril para depois serem centrifugadas a
3500 r.p.m durante 5 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e o pellet de
hemaécias foi ressuspendido em 500 pL de formaldeido 4% em PBS. As amostras de sangue da
cauda foram avaliadas em citdmetro Cytoflex flow (Beckman Coulter, United States),
estabelecendo um gate para a separacdo de hemécias de outras células de acordo com tamanho
e granularidade. Em seguida, as hemacias infectadas foram detectadas de acordo com a
fluorescéncia emitida pelos parasitos intracelulares. Um total de 50.000 células foram

avaliadas, e os resultados foram analisados no software CytExpert.

4.6 Determinacdo dos niveis de hemoglobina

Os niveis de hemoglobina foram determinados no dia da eutanasia a partir das amostras
de sangre dos camundongos infectados e ndo infectados usando um kit comercial seguindo as
instrugcdes do fabricante (Labtest Diagnostica S.A. - Belo Horizonte, MG). Para essa analise,
20 pl de sangue foram coletados da cauda dos animais, a absorbancia para a dosagem de
hemoglobina foi lida em comprimento de onda de 540 nm em leitor de microplacas (Versa Max
ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, United States). Os resultados

foram expressos em g/dL.

4.7 Quantificacdo dos niveis de Glicose no sangue.

Os niveis de glicose no sangue, foram determinados no dia de eutanasia das amostras
de soro dos camundongos infectados e ndo infectados, usando um kit comercial seguindo as
instrucdes do fabricante (Labtest Diagndstica S.A. - Belo Horizonte, MG). Para a realizagdo do
ensaio foi utilizado 5 pl de soro dos animais, e a absorbancia para a dosagem de glicose foi
mensurada em comprimento de onda de 505 nm num leitor de microplacas (Versa Max ELISA
Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, United States) e os resultados foram

expressos em mg/dL.

4.8 Avaliacdo da motilidade intestinal pelo teste de carvao ativado

Para avaliacdo da motilidade intestinal os animais do grupo NI e animais do grupo
infectado foram previamente colocados em jejum por 12 horas, € em seguida estes animais
receberam 200 pL de suspensdo de carvdo ativado (5% de carvao ativado em solugéo de
carboximetilcelulose a 0.5%, m/v) por via oral (DE REZENDE et al., 2021). Ap6s 45 min de
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administragdo de carvdo, os animais foram eutanasiados como descrito anteriormente, e 0
intestino delgado foi removido para determinar a distancia percorrida pelo carvao ativado. Os
resultados do transito intestinal foram expressos como a relacdo entre o comprimento total do
intestino e a distancia percorrida pelo carvao ativado (HARRISON et al., 2004; UDDIN et al.,
2005).

4.9 Analise de retencdo gases gastricos (Teste de flotacado)

Para avaliar a disfuncdo do trato gastrointestinal durante a MC, foi analisada a retencéo
de gases no estdmago. Para isso, 0 trato gastrointestinal foi coletado desde a parte final do
esdfago até o reto do camundongo, tendo precaucdo de ndo pincar e deixar sair 0s gases
intestinais que poderiam estar presentes. Posteriormente, foram dispostos em um tubo de
centrifuga de 50mL contendo PBS e foi observado se os 6rgdos apresentavam flutuacdo ou néo.
A retencgéo de gases foi mensurada a partir da distancia de flutuagao do estdmago, considerando
a graduacdo do tubo. Os dados foram representados como % da distancia de flutuagédo, sendo

100% de flutuacdo o volume méximo do tubo.

4.10 Analises histoldgicas

Para analises histologicas, as se¢des de tecido dos intestinos delgado e grosso foram
seccionadas a uma espessura de 4 um em microtomo (Leica RM2125 RTS), posteriormente

coradas para os diferentes analises histologicas descritas abaixo.

4.10.1 Histologia geral do intestino.
Os intestinos foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) para a observacao da

estrutura histoldgica do tecido, alteracfes estruturais e presenca de inflamacéao.

4.10.2 Quantificacdo de mastocitos

Para a quantificacdo de mastocitos secgdes teciduais do intestino delgado foram coradas
com Azul de Toluidina (AT). O nimero de mastocitos foi obtido a partir da analise de 50
campos por porg¢do intestinal, totalizando 200 campos microscopicos por animal. Os tecidos

foram analisados utilizando a objetiva de 40x de aumento.

4.10.3 Analise de células caliciformes
Para a analise das células caliciformes, os cortes de tecido foram corados com Alcian
blue (AB). O numero de células caliciformes foi mensurado em 100 vilosidades por porcdo de

intestino para um total de 400 vilosidades por animal, utilizando uma objetiva de 40x. Além
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disso, a area das porcdes secretoras das células caliciformes de 20 vilosidades aleatérias por

intestino foi mesurada usando o software QuPath 0.3.2.

4.10.4 Deteccdo de células enterocromafins

As células enterocromafins foram detectadas com a coloracdo de prata de acordo com
GRIMELIUS (2004), com modificacdes. Brevemente, secgdes do intestino delgado foram
desparafinizadas em xilol e reidratadas em &lcoois de concentra¢fes decrescentes seguida por
passagem em agua. Posteriormente os cortes foram incubados em solucdo de impregnacéo
(dgua destilada com 70 mg de nitrato de prata) a 60°C durante 3 horas, e transferidos para
solucéo de reducéo (1% de hidroquinona e 5% de sulfito de sodio anidro dissolvido em solugdo
tampdo de Walpole 1:20, m /v) pré-aquecido a 60°C por 1 minuto, onde em seguida foram
contra coradas com safranina. Para a quantificacdo das células enterocromafins foram
analisados 50 campos por porcao intestinal, totalizando 200 campos teciduais por camundongo,

usando uma objetiva de 40x.

411 Analise da camada de Muco

Para o analise da camada do muco no intestino grosso, o tecido foi coletado e fixado
imediatamente apos ser retirado do animal, todo o contetdo intestinal foi preservado. A fixacao
foi feita com metacarnoy (60% metanol, 30% cloroformio% e 10% Acido acético glacial) a 4°C
durante 2 horas, depois incubado por uma hora em etanol absoluto a 4°C, onde posteriormente
foram feitos 3 banhos no xilol por 10 minutos, seguido pela inclusdo em parafina. O tecido foi

seccionado com uma espessura de 5 um e corado com Alcian blue.

4.12 Andlise da expressdao de mMRNA no tecido intestinal

A extracdo de RNA foi realizada utilizando amostras de tecido intestinal (ileo). Estas
amostras foram pulverizadas utilizando nitrogénio liquido, e foram em seguida
homogeneizadas em 1000 uL TRIzol ® (Life Technologies, Carlsbad, USA) com auxilio de
um homogeneizador (IKA Works GmbH & Co. KG-Staufen— Alemanha). A
extracdo do RNA total foi realizada conforme instrugdes do fabricante. As concentracGes de
RNA foram mensuradas no equipamento NanoDrop (1000, Thermo). Em seguida, 0 DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA por transcricdo reversa
ImPromlI™ (Promega, Madison, WI, EUA) realizada no termociclador (Thermo Fisher
Scientific, Eugene, OR, EUA). A reacdo de PCR quantitativa (QPCR) foi realizada no
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equipamento de PCR em tempo real ABI 7500 (Applied Biosystems, Life Technologies)
utilizando o Kit GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA). Foram utilizadas
sequéncias de primers especificas para cada gene alvo (Tabela 4). Os dados da expressdo génica
foram analisados em relacdo ao gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH),
esses resultados foram normalizados em relacdo ao grupo NI usando o método do 2-AACt
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 4. Sequéncias de primers

Nome do gene Sequéncia do primer
ChrgA Forward 5’-3° CCAAGGTGATGAAGTGCGTC
Reverse 5'-3° GGTGTCGCAGGATAGAGAGGA
Tph-1 Forward 5°-3> CACGAGTGCAAGCCAAGGTTT
Reverse 5'-3° AGTTTCCAGCCCCGACATCAG
VIP Forward 5’-3> TGTGCTGTTCTCTCAGTCGC
Reverse 5'-3° AAACGGCATCCTGTCATCCA
Muc-2 Forward 5°-3° TGCTGTGTTTGGAAGGCTG
Reverse 5'-3° TAGGCTGGTTATCTGCTGAC
Notch-1 Forward 5’-3’AGCAAGAAGAAGCGGAGAGAGC
Reverse 5'-3° TGTCGTCCATCAGAGCACCATC
Piezo-2 Forward 5°-3> GCACTCTACCTCAGGAAGACTG
Reverse 5'-3° CAAAGCTGTGCCACCAGGTTCT
Hes-1 Forward 5’-3°GGAGAGGCTGCCAAGGTTTT
Reverse 5'-3° GCAAATTGGCCGTCAGGA
IL-13 Forward 5°-3’GAGCAACATCACACAAGACCAGA

Reverse 5'-3° GAATCCAGGGCTACACAGAACC

4.13 Analise estatistica

A analise estatistica e graficos foram feitas com o programa GraphPad Prism verséo
8.0 (GraphPad Software). Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média
(SEM). Os dados que apresentaram distribuicdo paramétrica foram analisados pelo teste One-
way ANOVA seguido do pés-teste de comparacdo de Sidak. Os dados que apresentaram
distribuicBes ndo paramétricas foram analisados com o teste de Krustal-Wallis seguido do teste
de comparagdes maltiplas de Dunn para analise entre os grupos. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS
5.1 Desenvolvimento da infec¢édo por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6

Para 0 modelo de malaria cerebral, utilizamos o in6culo 1x10° hemacias infectadas com
P. berghei ANKA buscando obter um numero considerdvel de animais que desenvolvem
malaria cerebral. Infectamos um total de 49 animais em todo o trabalho, dos quais 37
desenvolveram maléria cerebral, ou seja, 75,63% entre 0s quatro experimentos realizados
(Tabela 5). Os animais que desenvolveram malaria cerebral foram consequentemente
considerados no grupo de malaria cerebral (MC) e os que néo a desenvolveram foram atribuidos
ao grupo de malaria ndo cerebral (MNC). 5 animais ndo infetados foram utilizados por

experimento realizado.

Tabela 5. Porcentagem de desenvolvimento de maléria
Malaria cerebral (MC) Malaria Nao Cerebral (MNC)
Porcentagem de animais
inoculados com 1x10° hemAcias 75,63 % 24,38 %
infectadas com P. berghei
ANKA

Para acompanhar o desenvolvimento da infec¢do, os camundongos infectados foram
monitorados para analise de sinais clinicos de malaria cerebral desde o dia 4 apés a infecgcdo. A
partir do dia 5 p.i., foram observados parametros como ataxia e pelos eri¢ados, e no dia 7 p.i.,
0s animais desenvolveram ataxia progressiva, paralisia, perda da forca dos membros e do
reflexo digitais, pelagem despenteado e chegaram ao coma, ou tiveram escore de 4 RMCBSPor
outro lado, os animais que sobreviveram até o dia 9 apresentaram 0s primeiros sintomas
descritos, mas ndo desenvolveram progressdo da doenga, com escore médio de 16 RMCBS
(Figura. 3A).

Camundongos infectados apresentaram perda de peso progressiva durante os dias de
infeccdo. Os animais que desenvolveram MC perderam até 8% do seu peso corporal no dia 7
p.i., entretanto, embora os animais com MNC tenham perdido peso semelhante no dia 7 p.i.,
eles recuperaram em média 4,7% do peso, no dia 9 p.i. (Figura. 3B).

AlteracBes na parasitemia periférica foram avaliadas em animais infectados com P.
berghei ANKA a partir do dia 4 p.i. até o dia 7 p.i (para animais que desenvolveram MC) ou
até o dia 9 p.i (para animais com MNC). A porcentagem de células sanguineas infectadas foi
quantificada por citometria de fluxo. Camundongos infectados apresentaram um aumento

progressivo da parasitemia. No entanto, os niveis de parasitemia foram maiores nos animais
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que desenvolveram MC, com 8,3 % de hemécias infectadas no dia 7 p.i., enquanto nos animais
com MNC foi observado uma média de 5,2% e 6,5% de parasitemia entre nos dias 7 e 9 p.i.
respectivamente (Figura. 3C,D) .

254 10—
2 MC A MNC » © N @ MC -A- MNC
©
20 g
©
(2] w
o B
O 15
o : "y
S 10 * ©
w o
w 8 &
i
5 ©
g
2
0 T T T T T T -20 | | T I I [ T T
0 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias de infeccao Dias de infeccao
10—

FITC-A
MNC-9 dpl - P1

Parasitemia (%)

Dias de infecgdo

Figura 3. Avaliacéo do Escore RMCBS, varia¢do do peso e parasitemia durante o desenvolvimento

da infecgéo por P. berghei ANKA.

Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei ANKAS™ via i.v. (A) Pontuagio
RMCBS, peso corporal (B), e porcentagem de parasitemia estimado por citometria de fluxo (C). Figura representativa dos plots
da parasitemia feita no citometro de fluxo (D), grupo de animais ndo infectados (D-a), grupo CM no dia 7 p.i. (D-b), e grupo MNC
no dia 9 p.i. (D-c) mostrando a frequéncia de hemécias infectadas. Representaco de esfregago de sangue periférico de animais
infectados aos 7 p.i. (D-d). Escala da barra: 10 um. Os dados sdo apresentados como a média de cada grupo + SEM e sdo
representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Os dados foram analisados por Two Way ANOVA e pés-teste
de Sidak (A, B, C). As diferengas estatisticas em relacéo ao grupo NI séo apontadas de acordo com a cor do simbolo de cada
grupo. ***p<0,001; ****p<0,0001. Animais com Malaria Cerebral (CM) (n=11), animais como Malaria N&o Cerebral (MNC)
(n=4), e camundongos controles ndo infectados (NI) (n=10).
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5.2 Sinais de malaria nos animais infectados com P. berghei ANKA

Na malaria os niveis baixos de hemoglobina, glicose e presenca de esplenomegalia sdo
sintomas comuns, devido a isso nds avaliamos a hemoglobina no sangue dos animais no dia da
eutanasia. Dessa forma, foi observado que os animais infectados com P. berghei ANKA
apresentaram niveis de hemoglobina mais baixos, animais com MC (p<0,001) e animais com
MNC (p<0,0001) comparados com os animais NI (Figura. 4A). Niveis de glicose no soro dos
animais também foram mensurados, se observou que diminuicao de glicose no soro de animais
com MC (p<0,01) e MNC (p<0,001) respeito aos animais NI (Figura. 4B). Além disso, 0 baco
dos animais foi avaliado para determinar se 0s animais apresentavam esplenomegalia. Foi
possivel observar que nos dois grupos com maléria 0s bagos apresentaram aumento de peso
quando comparado com o grupo NI (p<0,0001), além disso bagos dos animais com MNC
apresentaram peso mais elevado que bacos dos animais com MC (p<0,0001) (Figura 4C).
Avaliacdo da hemoglobina, glicose e peso do baco durante o desenvolvimento da infeccdo por
P. berghei ANKA.
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Figura 4. Avaliacédo da hemoglobina, glicose e peso do baco durante o desenvolvimento da infecgédo

por P. berghei ANKA.
Niveis de hemoglobina, glicose no sangue e peso do bago em camundongos C57BL/6 inoculados com 1x10° hemégias infectadas
com P. berghei ANKAC™*i.v. Animais com Malaria Cerebral (MC), animais com Malaria N&o Cerebral (MNC), e camundongos
controles ndo infectados (NI) foram injetados com PBS. (A) Hemoglobina no sangue (NI, MC e MNC, n=6-11); (B) Glicose no
sangue (NI, MC e MNC, n=6-7); (C) Peso do baco (NI, MC e MNC, n=6-11). As mensuragdes correspondem para o grupo CM
no dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i. Os dados séo apresentados como a média de cada grupo + SEM e s&o representativos de
pelo menos dois experimentos independentes. Os dados foram analisados por Two way ANOVA seguido de testes de
comparagdes post-teste de Sidak (A, B, C). Diferengas estatisticas em relagdo ao grupo NI. **p <0,01***p<0,001; ****p<0,0001.
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Adicionalmente observamos os cérebros dos animais, a fim de saber se 0os mesmos
apresentavam alteracdes histologicas caracteristicas da doenca. Evidenciamos que o0 grupo com
MC apresentou hemorragias cerebrais evidentes no dia 7p.i. (Figura 5 C,D,E e Figura 6 B,b),
0 que n&o foi observado no grupo com MNC no dia 9 p.i. (Figura 5 B e Figura 6 C,c). Além

disso, foi detectado acimulos de sangue com hemacias infectadas nos vasos vasculares dos

animais com MC (Figura. 5F)

Figura 5. Avaliacao histoldgica de cérebros de camundongos C57BL/6 /infectados com P. berghei
ANKA.

Fotomicrografias de tecido cerebral na zona do hipocampo de animais infectados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei

ANKAGFP+ por via i.v. Animal controle ndo infectado (A). Animal com maldria cerebral com 7 d.i (C), animal com malaria néo

cerebral com 9 d.i (C). Ampliacéo de zonas com hemorragia. (D, E) as setas sinalam as hemorragias. Vaso sanguineo no cérebro
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de camundongo com MC que apresenta hem4cias infectadas, as setas sinalam as hemécias infectadas (D). Barra de escala: 200pm
(A, B,C), 100 um (D, E) € 60 um (F).

Lo

Figura 6. Avélia(;éo histolégica de cérebros de cmundongos CS?BL/ /infctados c P. brgei
ANKA.

Fotomicrografia tecido cerebral na zona do bulbo olfatdrio de animais infectados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei

ANKA ™ por via i.v. Animal controle ndo infectado (A). Animal com malaria cerebral com 7 d.i (B), animal com malaria ndo

cerebral com 9 d.i (C). Se pode apreciar hemorragia no cérebro de animal MC (B-b). Barra de escala: 200 um (A, B, C), 60 um

(ab,c).

5.3 Analise de retencdo gases gastricos e motilidade intestinal durante a malaria

Com o0 objetivo de analisar se durante a infeccdo ocorrem alteracdes a nivel
gastrointestinal, primeiramente foi analisada a retencdo de gases gastricos. Foi possivel
observar que animais infectados com P. berghei ANKA apresentaram auséncia de gases no
estdbmago, afundando assim que colocados em solucéo salina tamponada, enquanto o estdmago
de animais NI flutuaram apresentando gases gastricos (Figura. 7 A-B). Por outro lado,
analisamos a motilidade intestinal pelo método do carvédo ativado e observamos que os animais
com MC apresentaram reducdo na motilidade intestinal (p<0,05) em comparagdo com animais
ndo infectados, ja os animais com MNC n&o apresentaram diferenca quando comparados com

camundongos NI (Figura. 7 C-D).
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Figura 7. Avaliacéo de retencdo gases gastricos e motilidade intestinal em camundongos infectados
com P. berghei ANKA.

Presenca de gases géstricos e motilidade intestinal em camundongos C57BL/6 inoculados com 1x10° hemécias infectadas com
P. berghei ANKA GFP+ i.v. Animal controle ndo infectado (NI) (n=5), Animal com maldria cerebral (CM) (n=5), animal com
malaria ndo cerebral (MNC). (A) Grafico porcentagem de flotagdo (NI, MC, MNC n=4-8); (B) Imagem representativa do teste
de flotagdo;(C) Gréfico porcentagem do trénsito intestinal (NI, MC, MNC n= 4-5). Imagem representativa do teste de motilidade
intestinal, as linhas sinalizam a distancia percorrida pelo carvao ativado (D). As mensurages correspondem para o grupo CM no
dia7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i e grupo NI. Os resultados representam média + SEM. Os dados foram analisados por One-
way ANOVA seguido por testes de comparagBes post-teste de Sidak (A-B). Diferencas estatisticas em relacdo ao grupo NI.
*p<0,05.

5.4 Alteracdes no tamanho e peso do intestino durante a infeccdo com P. berguei ANKA

No momento da eutanasia, os intestinos delgado e grosso dos animais foram mensurados
para determinar se durante a infeccao esses 6rgaos eram afetados em termos de tamanho e peso.
Foi observado macroscopicamente que os animais infectados apresentaram menor quantidade
de conteddo intestinal quando comparado com animais NI, como pode ser observado na figura
8, além de alteragdes na sua coloracao a qual pode ser por falta de contetdo intestinal e aumento
de muco.
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Nao Infetado Malaria Cerebral Malaria nao Cerebral

Figura 8. Imagem representativa dos intestinos de animais C57BL/6 ndo infectados e infectados com
P. berghei ANKA apresentando Maléaria Cerebral e Malaria ndo Cerebral.

A partir da analise do peso intestinal foi possivel observar que os camundongos com
MC apresentaram intestinos delgados com menores pesos em relacdo ao grupo NI (p<0,01) e
ao grupo MNC (p<0,05) (Figura 9 A). Enquanto no intestino grosso houve diferenca
significativa de peso somente entre o grupo com MC, apresentando menor peso quando
comparado ao grupo NI (p<0,01) (Figura 9B). Além disso, a mensuracdo intestinal mostrou
que o intestino delgado dos animais com MC foi menor se comparada com os animais NI
(p<0,05) (Figura 9C), um perfil semelhante foi observado no ceco e intestino grosso de animais
com MC, ambos apresentando menor tamanho quando comparados com animais NI (p<0,001
e p<0,05 respectivamente) (Figura 9D e 9E). Em contrapartida animais com MNC néo
apresentaram reducédo significativa quanto ao tamanho do intestino delgado, ceco e intestino

grosso.
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Figura 9. Mensuracdes de peso e comprimento dos intestinos de camundongos C57BL/6 durante a infec¢éo
com P. berghei ANKA.

camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei ANKA GFP+i.v. e os intestinos foram
avaliados quanto ao peso e comprimento nos dias 7 (MC) e 9 (MNC) d.i. Animal controle n&o infectado (NI), Animal com maléria
cerebral (CM), animal com malaria ndo cerebral (MNC). (A) Peso do intestino delgado (NI, MC, MNC n=5-7); (B) Peso do
intestino grosso (NI, MC, MNC n=4-6); (C) Comprimento do intestino delgado (NI, MC, MNC n=9-15); (D) Comprimento do
ceco (NI, MC, MNC n= 6-10); (E) comprimento do intestino grosso (NI, MC, MNC n=6-12);. Os resultados representam média
+ SEM. Os dados foram analisados por One-way ANOVA seguido por testes de comparagdes post-teste de Sidak (A-E).
Diferencas estatisticas em relacdo ao grupo PBS. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

5.5 Analise histologica e deteccdo de Mastdcitos no intestino delgado na infeccéo por P.
berghei ANKA

Apds analisar macroscopicamente as alteragcdes no intestino delgado durante a malaria
experimental, o proximo passo foi fazer um estudo histolégico para detectar possiveis
alteragOes. Primeiramente foi realizada a coloragdo H&E para observagéo da histologia geral
do tecido onde ndo foi observada alteragOes estruturais dos vilos entre 0s grupos experimentais
NI, MC e MNC (Figura. 10 A, B, C).
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Figura 10. Histologia do intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei
ANKA.

Fotomicrografia de tecido do jejuno proximal corado por H&E de animais infectados com 1x10° hemécias infectadas com P.

berghei ANKA GFP+ por via i.v. Animal controle ndo infectado (A). Animais com maldria cerebral com 7 d.i. (B), animais com

malaria ndo cerebral com 9 d.i. (C). Barra de escala; 50 um.

Posteriormente foi detectado a presenca de mastocitos no intestino delgado (Figura.
11A) e realizada a quantificacdo destas células ao longo de todo o intestino delgado bem como
por por¢do intestinal (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo). Encontramos que 0s
animais com MC apresentaram aumento de mastocitos comparado com os animais NI (p<0,01)
e MNC (p<0,05) (Figura. 11B). Quando analisados por por¢éo intestinal, foi possivel observar
que animais do grupo que desenvolveram MC apresentaram maior quantidade de mastocitos no
duodeno (p<0.5), nas outras porcGes intestinais ndo foi observado diferencas estatisticas
(Figura. 11C).
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Figura 11. Avaliacédo de mastdcitos no intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados com P.

berghei ANKA.
Animais infectados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ por viai.v. Animal controle ndo infectado (NI),
Animal com maléria cerebral (MC), animal com malaria ndo cerebral (MNC). (A) Mastécitos totais no intestino delgado de
animais NI, MC e MNC (NI, MC, MNC n=5-10); (B) Quantificagdo de mastdcitos por porcdo intestinal (NI, MC, MNC n=5);
Os resultados representam média = SEM. As mensuragdes correspondem para o grupo CM no dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9
p.i. Os dados foram analisados por teste de Krustal-Wallis seguido do teste de comparac@es mdltiplas de Dunn. Diferencas
estatisticas em relagéo ao grupo NI. *p<0,05; **p<0,01.
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5.6 Avaliacdo da camada do muco no intestino grosso e deteccdo de células caliciformes
e avaliacdo da expressdo do gene MUC-2 no intestino delgado de camundongos
infectados com P. berghei ANKA

Com afinalidade de observar se havia alteracdo na camada do muco do intestino grosso,
coletamos os intestinos preservando o conteudo intestinal. Apds processamento do material, as
seccoes teciduais foram coradas com Alcian blue e analisadas. Observou-se que a camada de
muco esta presente nos grupos NI e MNC (Figura. 12 A, C), mas nao foi possivel detectar a

mesma no grupo de animais com MC (Figura. 12B).

Figura 12. Detec¢do de camada de muco no intestino grosso de camundongos C57BL/6 infectados com
P. berghei ANKA.

Fotomicrografia de célon de animais infectados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ por viai.v. Animal

controle ndo infectado (A). Animais com malaria cerebral com 7 d.i. (B), animais com malaria n&o cerebral com 9 d.i. (C). As

linhas pretas mostram a camada do muco (A, C), a seta branca mostra a luz do intestino, e a falta de camada do muco (B). Barra

de escala: 200 pm.

Depois de observar macroscopicamente gque o intestino delgado dos animais com MC
apresentava aumento de muco, foi realizada a deteccdo e quantificacdo de células caliciformes
no intestino delgado corados com Alcian Blue (Figura. 13 A, B, C). Os resultados revelaram
que o intestino delgado de animais com MC apresentou um aumento da quantidade de células
caliciformes ao longo do intestino, em relagdo aos intestinos de animais NI (p<0,05) e com
MNC (p<0,01) (Figura. 13D). Adicionalmente, a quantificacdo por por¢éo intestinal mostrou
gque o aumento de células caliciformes foi significativamente maior na porcdo do jejuno
proximal quando comparado com o grupo NI (p<0,05) e MC (p<0,001), e que o ileo do grupo
MC tem maior quantidade de células que o ileo do grupo MNC (p<0,0001) (Figura. 13E).
Além disso, a mensuracao da area das vesiculas de secrecdo apresentou uma relacéo similar,
onde a area das vesiculas de secrecdo do grupo com MC foi maior se comparada com animais
NI (p<0,05) e MNC (p<0,001) (Figura. 13F). Finalmente, a expressao de MUC-2 foi avaliada

no intestino delgado dos animais e foi observado um aumento na expressio do mRNA de
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MUC2 nos animais com MC em relagdo aos animais NI, apesar de ndo alcancar diferenca
estatistica (Figura. 13G).
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Figura 13.

Avaliagdo de células caliciformes e expressdao do gene MUC-2 no intestino delgado de

camundongo infectado com P. berghei ANKA.

As células caliciformes foram avaliadas por coloracéo de Alcian Blue (AB) nos intestinos delgados de camundongos C57BL/6
inoculados com 1x105 hemécias infectadas com P. berghei ANKA GFP+i.v. (A) Animal controle ndo infectado, NI; (B) Animal
com malaria cerebral, MC; (C) Animal com maléria ndo cerebral, MNC. Fotomicrografia do ileo com a coloragdo AB, barra de
escala: 50 um (A,B,C); (D) Células caliciformes totais no intestino delgado de animais infectados e ndo infectados (NI, MC, MNC
n=5-6); (E) Quantificacdo de células caliciformes por porcéo intestinal (NI, MC, MNC n=5-6); (F) Mensuracdo da &rea das
vesiculas de secrecao das células caliciformes (NI, MC, MNC n=5-6); (G) Expressdo relativa do gene MUC-2. As mensuragdes
correspondem para 0 grupo CM no dia 7 p.i., € grupo MNC no dia 9 p.i. Os resultados representam a média + SEM. Os dados da
quantificacdo das células caliciformes foram analisados por One-way ANOVA seguido por testes de comparacBes post-teste de
Sidak (D-F); A expressdo do gene MUC-2 foi analisada por teste de Krustal-Wallis seguido do teste de comparagfes mdltiplas de
Dunn (G); Diferencas estatisticas. *p<0,05, **p<0,01; *** p<0,001.

5.7 Detecgdo de células enterocromafins, e avaliagcdo da expressao dos genes ChrgA e

Tph-1 no intestino delgado de camundongos infectados com P. berghei ANKA

No epitélio intestinal estdo presentes as células EC as quais sdo produtoras da serotonina
(5-HT), dessa forma nosso proximo passo foi detectar e quantificar as células EC pela coloracdo
de prata no intestino delgado (Figura. 14A). Foi observado que a quantidade das células EC
foram menores ao longo do intestino dos animais com MC (p<0,001) e MNC (p<0,01) quando
comparado com o grupo NI (Figura. 14B), no entanto, a quantificacdo por porcédo intestinal

n&o apresentou diferenga significativa entre grupos nem entre as por¢des (Figura. 14C). Além
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da quantificacdo das células EC, foi analisada a expressao do gene ChrgA, que é uma proteina
solivel que compde maioritariamente os granulos de secrecdo das células EC, onde foi
observado que o grupo MC apresentou tendéncia de aumento de expressdo de ChrgA
(p=0,0570) (Figura. 14D). A expressao do gene TpH-1 que é a enzima requerida para a sintese
de 5-HT também foi avaliada e ndo foi observado diferenca na expressdao do mRNA de THP1

nos animais MC em comparagao com os animais NI (Figura. 14E).
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Figura 14. Avaliacgdo de células enterocromafins e expressao mRNA para ChrgA e Tph-1 no intestino
delgado de camundongos infectados com P. berghei ANKA.

Avaliagdo de células enterocromafins (EC) pela coloragdo pela prata em intestinos delgados de camundongos C57BL/6
inoculados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ por via i.v. Animal controle ndo infectado (NI),
Animais com malaria cerebral (MC), animais com malaria ndo cerebral (MNC). (A) Imagem representativa da coloracéo pela
prata no tecido intestinal de um animal NI. barra de escala: 50 um . (B) Células EC totais no intestino delgado dos grupos (NI,
MC, MNC n=5-10); (C) Quantificagfo de EC por por¢do intestinal (NI, MC, MNC n=5-10); (D-E) Express&o relativa do gene
ChrgA e Tph-1 (NI, MC, MNC n=6-8); Os resultados representam a média + SEM. As mensuragdes correspondem para o grupo
CMno dia7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i. Os dados da quantificacdo das EC e a expressdo do gene Tph-1 foram analisados por
teste de Krustal-Wallis seguido do teste de comparagfes multiplas de Dunn (B,C,D); a expressao relativa do gene ChrgA foi
analisado por One-way ANOVA seguido por testes de comparagdes post-teste de Sidak Diferengas estatisticas em relagdo ao
grupo PBS. **p<0,01; *** p<0,001.

5.8 Deteccdo de mRNA dos genes Piezo-2, VIP, Notch-1 e Hes-1 no intestino delgado de
animais infectados com P. berghei ANKA.

Para tentar explicar os fenémenos que acontecem durante a infec¢do por P. berghei
ANKA, foi avaliado um conjunto de genes como IL-13, que é secretado pelos linfocitos TH2 e
estd relacionado com a hiperplasia de células caliciformes (OLIPHANT; BARLOW,
MCKENZIE, 2011), Piezo-2, que esta relacionado com a estimula¢do mecénica e inducdo da
liberacdo de 5-HT (WANG et al., 2017), VIP que estd relacionado com a contragdo e
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relaxamento dos musculos lisos gastrointestinais, com a mediacdo na resposta anti-inflamataria,
homeostasia intestinal, entre outros (IWASAKI; AKIBA; KAUNITZ, 2019); Noch-1 que é a
via de sinalizacdo responsavel por regular a diferenciacdo das células secretoras intestinais
(NOAH; SHROYER, 2013; XIE et al., 2020) além de regular a expressdo de Hes-1 que esta
envolvido na diferenciacdo de células absortivas do intestino (enterécitos) (NOAH;
SHROYER, 2013). Foi observada uma diminui¢do significativa na expressdo de VIP em
animais com MC em relacdo aos animais NI (Figura. 15C). No entanto, ndo foram observadas
diferengas na expressédo de piezo2, Notchl e Hesl nos animais infectados ou ndo com P.
berghei ANKA (Figura. 15).
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Figura 15. Avaliagdo da expressdo de mRNA dos genes IL-13, Piezo-2, VIP, Notch-1 e Hes-1 no
intestino delgado de camundongos infectados com P. berghei ANKA.

Avaliagio da expressdo de mRNA dos genes Piezo-2, VIP, Notch-1 e Hes-1 em intestinos delgados de camundongos C57BL/6
infectados com 1x10° hemécias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ i.v. Animal controle n&o infectado (NI), Animal com
maléria cerebral (CM), animal com malaria ndo cerebral (MNC). Expressao relativa de gene IL-13 (A); Expressdo relativa de
gene Piezo-2 (B); Expresséo relativa de gene VIP (C); Expressdo relativa de gene Notch-1 (D); Expresséo relativa do gene Hes-1
(E). As mensuracdes correspondem para o0 grupo CM no dia 7 p.i., € grupo MNC no dia 9 p.i. (NI, MC, MNC n=5-8); Os
resultados representam a média + SEM. Os dados da expressdo dos genes Piezo-2, VVIP, Notch-1 foram analisados pelo teste de
Krustal-Wallis seguido do teste de comparac@es multiplas de Dunn (A,E); Os dados da expressao do gene Hes-1 foi analisado
pelo One-way ANOVA seguido por testes de comparagdes post-teste de Sidak (B,C,D).
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6 DISCUSSAO

A maléria cerebral em humanos é a complicagdo mais grave da infeccdo por P.
falciparum (revisado em (LH et al., 2002)). O modelo experimental desta doenca, camundongos
C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA, provou ser uma ferramenta eficiente para explicar
0 comportamento da doenca (TANIGUCHI et al., 2015; SHIMADA et al., 2019). Vérios
estudos tém tentado descrever a doenca a partir das diferentes alteragdes no sistema nervoso
central durante a infeccéo por Plasmodium. No entanto, durante o desenvolvimento da doenca,
0 sistema gastrointestinal também ¢ alterado (TANIGUCHI et al., 2015; DENNY et al., 2019;
SHIMADA et al., 2019; MOREIRA et al., 2021; MURR et al., 2021), o que representa um

efeito colateral da malaria cerebral que é pouco estudado e que precisa ser melhor elucidado.

No presente estudo foi possivel desenvolver o modelo de malaria cerebral no dia 7 p.i.
com incidéncia média de 75,63% dos animais infectados com 1x10° hemécias infetadas por via
i.v., que é maior do que o apresentado no modelo utilizando camundongos Swiss Webster com
inoculos intraperitoneais de 1x10° hemacias infectadas (62,7%) (MARTINS et al., 2009). Além
disso, n6s obtivemos uma parasitemia periférica com média de 8,3% em animais com 7-8
semanas de idade. Em corroboracdo, estudos anteriores demonstraram que camundongos
C57BL/6 com malaria cerebral experimental, inoculados com diferentes indculos e vias de
infeccdo apresentaram parasitemia entre 6 e 11% no dia 7 p.i. (TANIGUCHI et al., 2015;
CARIACO et al., 2018; SHIMADA et al., 2019). Por outro lado, os animais sem malaria
cerebral apresentaram comportamento diferente, com niveis de parasitemia menores em relacdo
aos animais com MC. Embora, nos animais com MNC tenha ocorrido um aumento nos niveis
de parasitemia gradualmente ao longo dos dias, no dia 7 p.i. foi observado um valor
significativamente menor em relacdo a parasitemia presente no mesmo dia em animais com
MC, atingindo um maximo de 6,2% no dia 9 p.i., valor ainda menor que a parasitemia presente
nos animais com MC. Os mais baixos niveis de parasitemia em relagdo aos animais com MC e
a esplenomegalia mais pronunciada no grupo MNC sugerem que nestes animais exista um

processo sistémico diferente que os leva a nao desenvolverem MC.

Caracteristicas tipicas da infeccdo por Plasmodium, tais como: baixos niveis de
hemoglobina, causados pela fase eritrocitaria do parasito onde digerem a hemoglobina como
parte de seu metabolismo e desenvolvimento do parasito (FRANCIS; SULLIVAN;
GOLDBERG, 2003; RODRIGUEZ-RAVELO et al., 2013; CORONADO; NADOVICH,;
SPADAFORA, 2014); diminuicdo da glicose nos animais devido a demanda adicional gerada
pelo parasito (BINH et al., 1997); e presenca de esplenomegalia, o que ocorre normalmente na

malaria devido a estimulacéo do sistema de mondcito-macrofago e a eliminagéo de eritrdcitos
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pelo bago, mesmo que ndo estejam infectados, pois apresentam alteracbes na membrana
causadas pela fragilidade osmética (GHOSH, 2007), foram evidenciadas em nosso modelo
experimental. Adicionalmente, a analise da histologia cerebral dos camundongos, mostrou que
0s animais com MC apresentavam hemorragias cerebrais e eritrocitos infectados nos vasos

sanguineos, o0 que corrobora com o diagndstico de MC.

A avaliacdo da retencdo de gases gastricos mostrou que os animais infectados tanto com
MC como MNC ndo apresentaram nenhum indicio deste processo, enquanto nos animais NI foi
observado a presenca de gases, situagdo que é totalmente oposta com o reportado por Shimada
e colaboradores (2019), em camundongos C57BL/6 e BALB/c. Embora o modelo experimental
seja semelhante (animais C57BL/6 com 7-8 semanas infectados com P. berghei ANKA), é
importante destacar que os resultados deste teste, pode estar relacionado com fatores como a
microbiota intestinal do animal, a qual esta associada com o ambiente do mesmo, e pode variar
nas condicBes que encontram, ou seja, 0 ambiente microbiano dos animais é diferente em cada
biotério. Além da carga parasitaria ndo foi controlada porque a infeccéo foi feita com mosquito.
Nossos animais e aqueles utilizados por Shimada et al., (2019) sdo animais livres de patdgenos
especificos, que por definicdo sdo “animais mantidos em acomodagdes que lhes privam de
contato com potenciais agentes patogénicos, tornando sua microbiota controlada” (POLITI et
al., 2008). Esta definicéo elucida que os animais apresentam microbiota especifica para cada
biotério, 0 que provavelmente pode estar associado com a discordancia dos resultados
encontrados. Tudo isso pode ser associado ao fato de ter sido demonstrado que a infeccao por
Plasmodium gera alteragcdes na homeostase intestinal alterando a microbiota (TANIGUCHI et
al., 2015; MOREIRA et al., 2021). Além disso, a avaliacdo das caracteristicas macroscopicas
do intestino no momento da eutanasia, mostrou que assim como os resultados obtidos no estudo
de Taniguchi e colaboradores (2015) e Shimada e colaboradores (2019), os animais com MC

apresentam reducdo do tamanho e peso do intestino delgado, além do ceco e o intestino grosso.

Por outro lado, foi observado o aumento do muco intestinal no intestino delgado,
fendmeno que tem sido relatado para infec¢des intestinais causadas por vermes e também por
alteragdes na microbiota (PARK et al., 2005; SHIMOKAWA et al., 2017; MOREIRA et al.,
2021), devido a camada de muco ter uma fungdo protetora no limen intestinal (KIM; KHAN,
2013). Shimada e colaboradores (2019), observaram metaplasia de células caliciformes durante
a infeccdo por P. berghei ANKA, mas ndo quantificaram estas células. As células caliciformes
sdo responsaveis pela producdo de muco, composto principalmente por MUC2 (revisdo de
(KNOOP; NEWBERRY, 2018). De forma similar, em nosso estudo uma analise quantitativa
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foi realizada, demostrando que existe um aumento ndo s6 na quantidade, mas também no

tamanho de células caliciformes durante a infeccdo por P. berghei ANKA.

A evidencia de hiperplasia em células caliciformes nos levou a avaliar a presenca de
mastocitos e de IL-13, que tem papel importante na resposta imune intestinal do hospedeiro
durante infecgdes parasitarias (PARK et al., 2005). Além disso, foi sugerida uma relacdo entre
a hiperplasia de células caliciformes e a presenca de mastocitos. LAKE e colaboradores (1980)
verificaram que a liberacao de histamina por mastocitos induz o aumento de muco no duodeno
de ratos. No presente trabalho foi evidenciado aumento de mastécitos e células caliciformes em
animais com MC no intestino delgado, embora, esta relagdo ndo esteja presente na avalicdo por
porcdo intestinal. De outro lado, a avaliacao de IL-13 ndo apresentou diferenca significante que
permita relacionar sua expressdo com a hiperplasia das células caliciformes. A diferenciacao
das células secretoras no intestino, esta regulada pela via Notch, a qual controla o destino das
células tronco intestinais regulando a expressdao dos genes Hes e reprimindo Atohl (NOAH;
SHROYER, 2013). Dessa forma, foi analisada a expressao destes genes para verificar se a via
Notch de sinalizacdo estava envolvida no aumento do nimero de células caliciformes em
animais com MC, contudo ndo foram encontradas diferencas na sua expressdo, 0 que pode
indicar que o aumento na quantidade de células e secrecdo das mesmas pode estar relacionada

a outros mecanismos.

Individuos com malaria cerebral causada por P. falciparum apresentam baixos niveis de
serotonina no sangue, o que pode ser resultado de niveis reduzidos de triptofano, o precursor
de 5-HT (ENWONWU et al., 1999; LOPANSRI et al., 2006; BRIGGS et al., 2022). A 5-HT
derivada de células EC tem uma ampla gama de a¢6es no intestino, incluindo a modulacédo da
motilidade gastrointestinal (MARTIN et al., 2018a). 95% da serotonina do organismo é
encontrada no intestino e produzido por células EC, (revisado de GERSHON; TACK, 2007).
Além de ser usada como mensageiro paracrino, ativa neurénios aferentes primarios intrinsecos
e extrinsecos para iniciar reflexos peristalticos e secretores e transmitir informacdes ao sistema
nervoso central (GERSHON; TACK, 2007). E tem sido associada a diminuicdo de 5-HT a
patologia de doenca grave em humanos (ENWONWU et al., 1999; LOPANSRI et al., 2006).
As anteriores sdo razdes pelas quais no presente trabalho foram analisadas as células EC. Foi
verificado que animais com MC e com MNC apresentaram diminuicdo de células EC,
adicionalmente foi avaliado os niveis de expressdo de ChrgA e Tph-1. Tph-1 é o marcador mais
especifico das células EC, pois é a enzima necessaria para a sintese de 5-HT especificamente
em células ndo neuronais (COTE et al., 2003). Apesar de ser observado uma diminuico de
células EC nos animais MC, nédo foi observado diferenca na expressdo de Thpl em relacdo aos
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animais NI. A ChrgA é uma das proteinas mais abundantes localizadas nos granulos secretores
de células enteroendocrinas no trato gastrointestinal (revisdo de EISSA et al., 2018).
Observamos uma tendencia em aumento de ChrgA nos animais MC em relacdo aos animais NI
e a0 mesmo tempo uma diminuicdo de células EC, sugerindo que outras celulas do sistema

enteroenddcrino estdo envolvidas na expressdo de ChrgA em animais com MC.

Embora esperassemos uma relacdo diretamente proporcional entre a quantidade de
células EC e ChrgA e a expressao de 5-HT e Piezo-2, ou seja, uma diminuicdo na expressao
desses genes para o grupo MC, verificamos que ha um aumento de ChrgA nos animais MC e
ndo foi encontrada diferenca na expressdao de Tphl nem do Piezo-2 entre os grupos. Esses
resultados podem ser explicados se levado em consideracdo que as CEE apresentam
plasticidade e sua atividade hormonal varia durante a migracao no epitélio intestinal, além de
ser modulada pelo ambiente (BEUMER; GEHART; CLEVERS, 2020). Isso significa que a
populacdo celular provavelmente esta sendo afetada no momento da diferenciagdo celular, mas
que a populacdo de células presentes esta gerando um maior nimero de granulos de secrecao.
No entanto, isso ndo significa que as células estejam necessariamente gerando serotonina, mas
sim que podem estar gerando outro tipo de hormdnio, razao pela qual ndo mostramos alteracdes

na expressao de Tph-1.

A motilidade intestinal, um movimento ritmico das paredes do intestino com contracfes
e dilatagdes regularmente alternadas do limen (FROEHLICH et al., 2010), é gerada pela
interacdo especializada de vérios elementos integrados como o sistema nervoso entérico. O
sistema nervoso entérico é a parte mais complexa do sistema nervoso periférico e, embora tenha
a capacidade de gerar respostas coordenadas por conta propria, esta intimamente relacionado
ao sistema nervoso central, que cria respostas aferentes e eferentes e troca informacdes entre 0s
dois sistemas (ROMERO T et al., 2012). Além do sistema nervoso, a motilidade também esta
relacionada ao sistema endocrino por meio de mecanismos de resposta e neurotransmissores
envolvidos em ambos (NOZAWA et al., 2009). Verificamos que durante a MC ocorre a perda
da motilidade intestinal, pelo qual foi analisada a expressdo de Tph-1 e VIP. VIP foi avaliado
por exercer efeitos na contracdo e relaxamento dos musculos por se relacionar com neurbénios
inibitorios (IWASAKI; AKIBA; KAUNITZ, 2019). A inflamacdo intestinal tem sido associada
a diminuicdes significativas nos neurdnios VIP*, bem como a expressdo alterada de
subpopulacdes neuronais VIP* (revisdo de WU et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que
VIP e seu receptor VPAC1 ndo foram detectados em tecidos de pacientes com Doenca intestinal
inflamatoria que sofrem danos graves na mucosa (revisao de (WU et al., 2015). No presente
estudo verificamos que houve uma diminuicdo de expressdo do mRNA de VIP e em paralelo
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uma diminui¢do no transito gastrointestinal, sugerindo um envolvimento do peptideo nessa
alteragdo. Apesar de néo verificarmos alteracdes na expressao de tphl, ndo mensuramos 5-HT
nos tecidos dos animais, portanto, sdo necessarios estudos adicionais para verificar se além da

diminuicdo de VIP, serotonina estaria envolvida na alteracdo do transito intestinal.

O trabalho permitiu determinar que durante a infeccdo por P. berghei ANKA se
apresentam algumas alteracdes no intestino, como mudanca no comprimento e peso; hiperplasia
e hipertrofia de células caliciformes, alem de aumento de mastécitos e alteracdo na quantidade
de células EC. Estas mudancas podem variar respeito ao desenvolvimento da doenca, e dizer se

a infeccdo se desenvolve em maléria cerebral ou ndo.
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7  Conclusotes

A infeccdo por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6 afeta os intestinos de

forma desigual quando os animais desenvolvem ou ndo maléria cerebral.

A maléaria cerebral gera hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes e por

conseguinte aumento de muco intestinal no intestino delgado.

As células enterocromafins estdo reduzidas em infec¢do por P. berghei ANKA. No

entanto, nenhuma relacdo foi mostrada com a expressao do mRNA de Tph1.

A expressao de VIP foi diminuida em animais com MC sugerindo que essa diminuigdo
poderia estar envolvida com o desenvolvimento de alteracdes gastrointestinais observadas

nesses animais.
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8 Anexos

Anexo 1.

D

Certificamos que o projeto intitulado “Papel da infeccio por Plasmodium berghei ANKA em
alteracdes intestinais de camundongos CS57BL/6”, protocolo n° 050/21, sob a responsabilidade de
Neide Maria da Silva — que envolve a produg¢do, manutengéo 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 Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da

SERVICO PUBLICO FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagéo
Comisséo de Etica na Utilizagdo de Animais

CERTIFICADO

‘{!cau;\

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 25 de fevereiro de 2022.

(We certify that the project entitied “Papel da infeccao por Plasmodium berghei ANKA em alteracdes intestinais de camundongos C57BL/6”
protocol 050/21, under the responsibility of Neide Maria da Silva - involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n° 11.794, of October 8th,
2008, of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it
was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of February

25th, 2022).

Finalidade

( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do Projeto

Inicio: 09/03/2022

Término: 30/11/2025

Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos

Camundongo isogénico C57BL/6

Numero de animais 225

Peso / Idade 22g/ 08 — 12 semanas
Sexo Fémea

Origem / Local REBIR — UFU

Local onde serdo mantidos os animais: REBIR - UFU

7)
/ /
/
/

?
A o[ Oeo—
Prof. Dr. ,iuiz Fer r&ﬁ Moreira Izidoro

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comissio de Etica na Utilizagao de Animais
Coordenador da CEUA
Portaria R N° 1114/2020

Uberlandia, 07 de margo de 2022.
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