Universidade de Brasilia— UnB
Faculdade de Medicina

Programa de POs-Graduacao em Medicina Tropical

DANILO CORAZZA

INFLUENCIA DA PENTOXIFILINA NA INFECCAO PELO
Plasmodium berghei ANKA EM CAMUNDONGOS
SUSCEPTIVEIS OU RESISTENTES AS FORMAS GRAVES DA
MALARIA: ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

BRASILIA, DF
2015



INFLUENCIA DA PENTOXIFILINA NA INFECCAO PELO
Plasmodium berghei ANKA EM CAMUNDONGOS
SUSCEPTIVEIS OU RESISTENTES AS FORMAS GRAVES DA
MALARIA: ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

DANILO CORAZZA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Medicina Tropical da
Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia, como requisito parcial para

obtencao do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof2 Dr2 Maria Imaculada

Muniz Barboza Junqueira

Brasilia, DF
2015



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade de

Brasilia. Acervo 1020537.

C788i

Corazza, Danilo.
Influéncia da pentoxifilina na infeccdo pelo Plasmodium
berghei ANKA em carundongos susceptiveis ou resistentes as

formas graves da maldria : aspectos histopatolégicos /
Danilo Corazza. -- 2015.

xxviii, 168 f. - il. ; 30 oam.

Dissertacao (mestrado) - Universidade de Brasilia,
Faculdade de Medicina, Programa de Pds-Graduacdo em Medicina
Tropical, 2015.

Orientacdo: Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira.
Inclui bibliografia.

1. Malaria. 2. Inunologia. 3. Histopatologia. |. Junqueira,
Maria Imaculada Muniz Barboza. 11. Titulo.

CDU 616936




COMPOSICAO DA BANCA EXAMINADORA

Danilo Corazza

INFLUENCIA DA PENTOXIFILINA NA INFECCAO PELO
Plasmodium berghei ANKA EM CAMUNDONGOS
SUSCEPTIVEIS OU RESISTENTES AS FORMAS GRAVES DA
MALARIA: ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Medicina Tropical: Biologia das Doencgas Infecciosas e Parasitarias

DATA DA DEFESA DA DISSERTACAO

12 de fevereiro de 2015

BANCA EXAMINADORA

Profé Dr2 Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira — Universidade de Brasilia
(Presidente)
Prof. Dr. Albino Vergosa Magalhdes — Universidade de Brasilia
(Banca externa)
Prof. Dr. Joel Paulo Russomano Veiga — Universidade de Brasilia
(Banca externa)
Prof. Dr. Cleudson Nery de Castro — Universidade de Brasilia

(Suplente)



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Imunologia Celular, area
de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia,
Brasilia-DF e foi realizado com recursos parcialmente providos da
Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAPDF), processo
namero: 193.000.021/2012, e com o apoio de bolsa de estudos concedida

pela Comisséao de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (CAPES).



Ndo importa o qudo grande é a ideia, ou qudo vasto é o projeto
Tudo comega do mesmo jeito — com um pequeno momento.

Shakira Mebarak,

Vi



DEDICATORIA

Aos meus queridos Pais, Heitor e Rubenita, obrigado por cada licdo aprendida e por me darem o dom
da vida, agradeco todos os dias por ter exemplos como vocés, de humildade e perseveranga. Obrigado
por permitirem que eu pudesse sequir este caminho de modo integral, e por terem me apoiado em
qualquer decisdo durante todos esses anos. Obrigado por entender os momentos de auséncia para que
este trabalho pudesse ser completado. Espero ao final desta vida, ter chegado ao menos em 1/3 do que
vocés sdo, MUITO OBRIGADO!

Vi



AGRADECIMENTOS

Aos meus irmaos, Murilo e Luiz Fernando, por me inspirarem todos o0s

dias e me incentivarem em cada passo!

As minhas cunhadas Ludimila Borba e Yesenia Lisbeth, e a minha

sobrinha Anna Beatriz, pelos momentos de alegria e inspiragao!

A minha querida mentora e amiga, Dra. Tatiana Karla dos Santos Borges,
gue me apresentou o vasto mundo da pesquisa e imunologia, e que sempre me
ajudou com suas palavras, sendo um exemplo desafiador para ser seguido, me
fazendo cada dia superar meus limites e sendo um ponto de referéncia para cada
davida que surgiu nesta caminhada. Quero deixar aqui frisado a quéo
maravilhosa e dedicada vocé é! Sua inteligéncia e carisma foram essenciais no

inicio e conclusao deste trabalho!

A querida orientadora Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira,
gue me fez trilhar caminhos cada vez mais vastos e ainda mais desafiadores.
Vocé é um ponto de referéncia para mim, pois a cada dia eu me lembro de suas
aulas, e quanta dedicacdo vocé colocava em cada momento. Espero um dia
conseguir alcancar sua dedicacdo e responsabilidade, que foram essenciais

para a concluséo deste trabalho.

A Profé. Dra. Fabiana Pirani, pelo conhecimento e auxilio nas técnicas

histol6gicas, muito obrigado!

A Prof2 Dra. Selma Kuckelhaus, pelos momentos de alegria partilhados e

auxilio nas técnicas, muito obrigado!

A minha amiga Thayssa Neiva Victer, que me inspira a cada dia ser uma
pessoa melhor, obrigado por todos 0s momentos que passamos juntos, vocé
sempre me incentivou a perseguir meus ideais e me tornar uma pessoa cada vez

mais perseverante.

VI



Ao meu querido amigo e ao meu afilhado, Felipe Victer e Noah Victer, por
me incentivarem em momentos que eu nem acreditava que fosse capaz de

prosseguir, obrigado pelos momentos juntos!

A minha companheira de mestrado e amiga, Mayara Gabriele, posso
afirmar que passamos por diversos trabalhos juntos, e diversos momentos de
alegria, e também momentos de “quase” desisténcia, esse mestrado foi uma
experiéncia inesquecivel, e afirmo, tenho certeza que enfrentaremos desafios

cada vez maiores.

A companheira de caminhada e amiga, Luciana Leite, por me ensinar
cada passo do laboratério e a ampliar meu senso de responsabilidade, e me
ensinar como lidar com qualquer animal e que independente do que aconteca

vocé deve sempre mostrar sua felicidade, e o quéo importante ela é.

A companheira de caminhada e amiga, Daniela Aquino, que me auxiliou

no laboratério, me ensinou diversas técnicas, muito obrigado!

Aos amigos, André Cunha e Marcelo NOvoa, vocés sdo pessoas
maravilhosas e mostraram que os ideais devem ser perseguidos, ndo importa o
quao longe estédo, ou 0 quanto tentaram Ihe impedir de conseguir, obrigado pela

inspiragao.

Aos amigos que fiz durante esta caminhada, Alinne Rapelo, Andreia
Cascaes, Carmen Lucia, Graciene Araujo, Helane Ribeiro, Luciana Miranda,
Lucia Martins, Ingrid Gracielle, Juliana Soares, Méarcia Rocha, Mariana Atanasio,
Mariana Vieira, Marthina Gomes, Rafaela Albuquerque, Roberto Dusi, Paulo
Giovanni, Paulo Prado, Priscila Leite, Tércia Louza, Thais Minuzzi, Simone

Schmill, obrigado por todos os momentos.

A querida amiga Maria da Gléria “Glorinha”, muito obrigado por todos os
momentos que passamos juntos, todas as técnicas aprendidas e pelo
conhecimento partilhado. Vocé é um exemplo a ser seguido, tamanha a sua

dedicacgéao e responsabilidade.



Aos queridos amigos, Diego Rocha, Junior Carvalho, Pedro Otavio,
Roberta Rocha e Veronica Gandulfo, pelos momentos de alegria partilhados e
inspiracdo durante esta caminhada, e que mesmo com minha auséncia

continuaram a partilhar do mesmo sentimento.

As amigas Evelin Oliveira, Evelyn Pereira e Rebeca Pinho, partilhamos
muito durante varios anos, e continuaremos assim, mesmo com a distancia.

Obrigado pelas palavras de apoio!

Aos amigos Felipe Ferreira e Claudia Serra e a pequenina Giovanna

Rocha, pelas palavras de apoio e momentos de alegria.

Aos amigos de profissédo, Camilla Teixeira, Deborah Lamar, Fernanda
Santos, Giovani Briet, Leticia Botelho, Matheus Lenz, Ranna Saraiva, pelos
momentos de alegria e trocas profissionais que foram tdo importantes para esta

conclusao, muito obrigado!

Aos amigos de laboratério, Débora Pereira, Elizabete Abréo, Mariangela
Souza, Shirley Claudino, Talyta Grippe, por todas as experiéncias

compartilhadas.

Ao apoio do laboratério de parasitologia e vetores da Universidade de

Brasilia, e ao professor Dr. Rodrigo Gurgel, muito obrigado pela ajuda!

Chcel by som podakovat Dadke Radzovej za to, Ze vaZila tak daleku
cestu. priSla az zo Slovenska aby naucila seba ale aj inych nové veci a
skusenosti. Dakujem za skvelé zazitky! Si izasna osoba a raz bude$ skvelou

doktorkou!

“Eu gostaria de agradecer a Dadka Radzova que veio de tdo longe com o
interesse de aprender coisas novas e trocar valiosas experiéncias. Obrigado por
uma grande experiéncia! Vocé é uma pessoa incrivel, e com certeza sera uma

grande médica!”



A xouy ckasaTb cnacmbo AHHe 'ypuHa, 3a TO, BeCcb nyTb U3 Poccuu, ¢
Taknm 60MbLIMM KONMYECTBOM XWU3HU U XeMnaHue YYUTbCH, a TakKe Hay4yuTb,
cnacubo Bam 6onblwoe 3a BeCb ONbIT! Thl yAMBUTEMbHLIA U CYACTNUBLIN

yernosek, n byaeTt YanBntenoHo, Bpay, 3a 9TO 51 TOYHO!

“Quero agradecer a Anna Gurina, por ser uma pessoa com tanta vida e
com um enorme desejo de aprender e de ensinar, muito obrigado por toda a
experiéncia! Vocé é incrivel, feliz, e vai ser uma médica surpreendente, tenho

certezal”

Quisiera agradecer a mi amigo Campos Ruiz quien fue responsable por
muchos momentos gratos Yy felicidad en todos estos afios, y me hizo ser una

mejor persona, muchas gracias Hermano. Este triunfo es tuyo también.

E todos amigos, familiares e professores que contribuiram com este

trabalho e com minha formacao! Obrigado!

XI



SUMARIO

Lista de abreviaturas XV
Lista de figuras XVI
Lista de tabelas XXIV
Resumo XXV
Abstract XXVIII
1. Introducéo 1
1.1 Epidemiologia 2
1.2 Ciclo 2
1.3 Imunologia 3
1.4 Pentoxifilina como droga imunomoduladora 5
1.5 Fisiopatologia das alteracdes no figado 6
1.6 Fisiopatologia das alteracdes no pulméo 7
1.7 Fisiopatologia das alterag6es no cérebro 8
1.8 Modelos experimentais 9
2. Justificativa 11
3. Objetivo 13
4. Metodologia 15
4.1 In6culo 17
4.2 Tratamento 18
4.3 Coleta do tecido cerebral 18
4.4 Coleta dos 6rgaos 18
4.5 Processamento histolégico 19
4.6 Avaliacao histopatologica 19
4.7 Andlise estatistica 20
5. Resultados 21
5.1 Cortex cerebral 29
5.1.a Avaliacdo da influéncia da pentoxifiina sobre o numero total de 29

neurdnios presentes em 10 campos.
5.1.b Avaliagcdo da influéncia da pentoxifilina sobre a presenca de necrose 33
neuronal

5.1.c Influéncia da pentoxifilina sobre a congestédo vascular 36
5.1.d Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de leucécitos 36
5.1.e Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrocitos 39

Xl



5.2 Hipocampo

5.2.a Avaliacdo da influéncia da pentoxifiina sobre o numero total de
neurbnios presentes em 10 campos.

5.2.b Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre a presenca de necrose
neuronal

5.2.c Influéncia da pentoxifilina sobre a congestéao vascular

5.2.d Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de leucécitos
5.2.e Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrocitos
5.3 Nucleos da base

5.3.a Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre o numero total de
neurbnios presentes em 10 campos.

5.3.b Avaliagédo da influéncia da pentoxifilina sobre a presencga de necrose
neuronal

5.3.c Influéncia da pentoxifilina sobre a congestéo vascular

5.3.d Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de leucdcitos
5.3.e Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrécitos
5.4 Cerebelo

5.4.a Avaliacdo da influéncia da pentoxifiina sobre o numero total de
neurdnios presentes em 10 campos.

5.4.b Avaliagdo da influéncia da pentoxifilina sobre a presencga de necrose
neuronal

5.4.c Influéncia da pentoxifilina sobre a congestéo vascular

5.4.d Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de leucdcitos
5.4.e Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrécitos

5.5 Figado
5.5.1. Sinusdides

5.5.1.a Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre o niumero total de
células de Kupffer

5.5.1.b Avaliacéo da influéncia da pentoxifilina no niumero total de células de
Kupffer com pigmento maléarico

5.5.1.c Avaliagdo da influéncia da pentoxifilina no nimero total de sinusoides
hepaticos com pigmento malarico

5.5.2. Espago porta

5.5.2.a Avaliacdo da influéncia da pentoxifiina na adesdo de células
mononucleares no endotélio dos vasos do espaco porta

5.5.2.b Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina na adeséo entre si de células
mononucleares nos vasos do espago porta

5.5.2.c Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina na quantidade de células
mononucleares com pigmento malérico nos vasos do espaco porta

5.6 Pulméo

5.6.a Avaliagéo da influéncia da pentoxifilina na integridade dos alvéolos
5.6.b Avaliag&o da influéncia da pentoxifilina na congestao vascular

5.6.c Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina no edema intra-septal

41
42

45

48
48
52
54
54

57

59
61
63
65
65

69

71
73
75
77
77
78

80
82

86
86

88
91

96
96
98
100

Xl



6. Discusséao

7. Concluséo

8. Referéncias bibliogréaficas
Apéndice de reagentes

Parecer do comité de ética

108
123
127
137
139

XV



LISTA DE ABREVIATURAS

cAMP — Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

CSP — Proteina circunsporozoita

CD36 — Receptor de limpeza ligante do lipidio de densidade baixa
ENT-a — Fator de Necrose Tumoral alfa

H202 — Peroxido de hidrogénio

IxB — Inibidor dos fatores nucleares -kB

IFN-y — Interferon gamma

ICAM-1 — CD 54 — molécula de adeséo intercelular 1

LTBR — Receptor de linfotoxina B

NF-«B — Fator nuclear kB

NO — Oxido nitrico

PfEMP1 — Proteina de citoaderéncia ligado ao gene assexual do Plasmodium
PPAR-y — Receptor ativado de proliferagéo peroxissomal

PTX — Pentoxifilina

Ser32 — Serotonina 32

Ser36 — Serotonina 36

STF — Salina tamponada com fosfato

TSP — Trombospondina

TNFR — Receptor do fator de necrose tumoral



LISTA DE FIGURAS

Figura l 17

Delineamento experimental.

Figura 2 18

Cérebro do camundongo, seccdes.

Figura 3 23

Andlise histopatoldgica dos cérebros. Neurfnios normais e com necrose.

Figura 4 24

Andlise histopatoldgica dos cérebros. Congestdo vascular e adesédo de leucécitos e hemacias.

Figura5 25
Andlise histopatolégica do figado. Vasos do espaco porta, normais e com adeséo de células
mononucleares.

Figura 6 26
Andlise histopatolégica do figado. Sinusoides hepaticos e células de Kupffer com pigmento
malarico.

Figura 7 27

Andlise histopatoldgica do pulmao. Lesdes pulmonares e melhora da lesao.

Figura 8 28

Analise histopatoldgica do pulm&o. Pulmdes normais, com congestéo e com edema intra-
septal.

Figura 9 31

Numero total de neurbnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c nos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
tratados (Pb + PTX).

Figura 10 32

Ndmero total de neurbnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c nos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
tratados (Pb + PTX).

Figura 11 34

Numero total de neurbnios com necrose quantificados em 10 campos em camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb)
e infectados tratados (Pb + PTX).

XVI



Figura 12 35
NUmero total de necrose neuronal quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA
e BALB/c nos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 13 36

Numero de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6 e
CBA do grupo infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 14 38

Numero total de leucocitos aderidos nos vasos do cértex cerebral quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 15 40

Numero total de eritrocitos aderidos nos vasos do cortex cerebral quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 16 41
Numero total de eritrocitos aderidos nos vasos do cortex cerebral quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb

+ PTX). Comparagéo entre grupos.

Figura 17 43
Numero total de neurbnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
tratados (Pb + PTX).

Figura 18 44

Numero total de neurbnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados

tratados (Pb + PTX). Comparag&o entre grupos.

Figura 19 46

Ndimero de neurbnios com necrose no hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados
(Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 20 47

XVII



Numero de neurdnios com necrose quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6,
CBA e BALBI/c dos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). Comparacéo entre

grupos.

Figura 21 48

NUmero de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos CBA controle,
tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 22 50

NUmero de leucécitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 23 51

Numero de leucécitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX). Comparagé&o entre grupos.

Figura 24 53

Numero de eritrécitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 25 54

Numero de eritrécitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb). Comparac¢éo entre grupos.

Figura 26 56
Numero total de neurbnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
tratados (Pb + PTX).

Figura 27 57

Numero total de neurénios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados

tratados (Pb + PTX). Comparacao entre 0s grupos.

Figura 28 58

XVIII



Numero total de neurbnios com necrose quantificados em 10 campos em camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb)
e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 29 59
NUmero total de neurénios com necrose contados em 10 campos em camundongos C57BL/6,

CBA e BALB/c infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). Comparacao entre grupos.

Figura 30 60

NUmero total de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos CBA e
BALB/c controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX).

Figura 31 61

Numero total de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6,

CBA infectados (Pb). Comparacéo entre grupos.

Figura 32 62

Numero total de leucdcitos aderidos nos vasos dos nucleos da base quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 33 63

Numero total de leucdcitos aderidos nos vasos dos nlcleos da base quantificados em 10 campos

em camundongos C57BL/6, CBA dos grupos infectados (Pb). Comparacado entre grupos.

Figura 34 64
Numero total de eritrécitos aderidos aos vasos dos nucleos da base quantificados em 10 campos
em camundongos CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).

Figura 35 65

Namero total de eritrocitos aderidos aos vasos dos nicleos da base quantificados em 10 campos
em camundongos CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),

infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). Comparagao entre 0S grupos.

Figura 36 67

Namero total de neur6nios quantificados em 10 campos no cerebelo em camundongos C57BL/6,
CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
e tratados com PTX (Pb + PTX)

XIX



Figura 37 68
NUmero total de neurénios quantificados em 10 campos no cerebelo em camundongos C57BL/6,
CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados

e tratados com PTX (Pb + PTX). Comparacao entre 0s grupos.

Figura 38 70
NUmero total de neurénios apresentando necrose, quantificados em 10 campos no cerebelo em
camundongos C57BL/6, CBA dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados
(Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX).

Figura 39 71
Numero total de neurbnios apresentando necrose quantificados em 10 campos no cerebelo em
camundongos C57BL/6, CBA dos infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX)

(n=5/grupo). Comparacédo entre grupos.

Figura 40 72

Numero total de vasos apresentando congestdo vascular, quantificados em 10 campos no
cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com
pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX).

Figura 41 73

Numero total de vasos apresentando congestdo vascular, quantificados em 10 campos no
cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e

tratados com PTX (Pb + PTX). Comparac¢&o entre 0os grupos.

Figura 42 74

Numero total de leucdcitos aderidos ao endotélio dos vasos do cerebelo, quantificados em 10
campos no cerebelo, em camundongos C57BL/6, CBA e dos grupos controle, tratados com
pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX).

Figura 43 75
Numero total de leucécitos aderidos ao endotélio dos vasos do cerebelo, quantificados em 10
campos no cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e dos grupos infectados (Pb) e infectados

e tratados com PTX (Pb + PTX). Comparacdo entre grupos.

Figura 44 76
Numero total de eritrocitos aderidos ao endotélio dos vasos do cerebelo, quantificados em 10
campos no cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados
com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX).

XX



Figura 45 77
NUmero total de eritrécitos aderidos ao endotélio vascular, quantificados em 10 campos no
cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados e tratados com PTX
(Pb + PTX). Comparacao entre grupos.

Figura 46 79

NUmero total de células de Kupffer quantificados em 10 campos no figado de camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb)
e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX).

Figura 47 80

Numero total de células de Kupffer quantificados em 10 campos no figado de camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb)
e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX).

Figura 48 81

Numero total de células de Kupffer com pigmento malarico quantificados em 10 campos no figado
de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados
com PTX (Pb + PTX).

Figura 49 82

Numero total de células de Kupffer com pigmento maldarico quantificados em 10 campos no figado
em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados
com PTX (Pb + PTX). Comparacao entre grupos.

Figura 50 83

Numero total de sinusdides hepaticos com pigmento malarico quantificados em 10 campos no
figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e
tratados com PTX (Pb + PTX).

Figura 51 84
Numero total de sinuséides com pigmento malérico quantificados em 10 campos no figado em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados com
PTX (Pb + PTX). Comparacado entre grupos.

Figura 52 87

NUumero de células mononucleares aderidas ao endotélio dos vasos do espaco porta
quantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos
Controle, tratados (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX).

XXI



Figura 53 88

NUimero de células mononucleares aderidas ao endotélio dos vasos do espaco porta
guantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos

infectados (Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX). Comparacao entre grupos.

Figura 54 90

Células mononucleares aderidas entre si nos vasos do espaco porta quantificados em 10 campos
no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos Controle, tratados (PTX),
infectados (Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX).

Figura 55 91
Células mononucleares aderidas entre si nos vasos do espaco porta quantificados em 10 campos
no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos infectados (Pb) e infectados e
tratados (Pb + PTX). Comparag&o entre grupos.

Figura 56 92

Ndmero de células mononucleares com pigmento malarico nos vasos do espaco porta
quantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos
infectados (Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX).

Figura 57 93

Ndmero de células mononucleares com pigmento maldrico nos vasos do espaco porta
quantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos

infectados (Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX). Comparacéo entre grupos.

Figura 58 97
Leséo alveolar focal quantificadas em 10 campos nos pulm&es de camundongos C57BL/6, CBA,
BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados pelo plasmadio (Pb),
infectados e tratados (Pb + PTX).

Figura 59 98

Lesdo alveolar focal quantificadas em 10 campos nos pulm&es de camundongos C57BL/6, CBA,

BALBI/c nos grupos infectados pelo plasmédio (Pb). Comparacéo entre grupos.

Figura 60 99

Congestéo vascular quantificadas em 10 campos nos pulm@es de camundongos C57BL/6, CBA,
BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados pelo plasmadio (Pb),
infectados e tratados (Pb + PTX).

Figura 61 100

XXII



Congestéao vascular quantificadas em 10 campos nos pulm@es de camundongos C57BL/6, CBA,
BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados pelo plasmadio (Pb),

infectados e tratados (Pb + PTX). Comparacao entre grupos

Figura 62 101
NUmero de septos apresentando edema intra-septal, quantificadas em 10 campos, nos pulmdoes
de camundongos C57BL/6, CBA, BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados pelo plasmaédio (Pb), infectados e tratados (Pb + PTX).

Figura 63 102
NUmero de septos apresentando edema intra-septal, quantificadas em 10 campos nos pulmdes
de camundongos C57BL/6, CBA, BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX),

infectados pelo plasmaddio (Pb), infectados e tratados (Pb + PTX). Comparagéo entre grupos.

XXl



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 10

Manifestacdes da malaria grave segundo o modelo experimental.

Tabela 2 85

Aspectos histopatoldgicos nos modelos e grupos nos sinusdides hepéaticos.

Tabela 3 95

Aspectos histopatolégicos nos modelos e grupos nos vasos do espaco porta.

Tabela 4 103

Acdo da PTX nos aspectos histopatoldgicos do cortex cerebral nos animais infectados.

Tabela 5 103

Acéo da PTX nos aspectos histopatoldgicos do hipocampo nos animais infectados.

Tabela 6 104

Acdo da PTX nos aspectos histopatolégicos dos ndcleos da base nos animais infectados.

Tabela 7 104

Acédo da PTX nos aspectos histopatoldgicos do cerebelo nos animais infectados.

Tabela 8 105

Acdo da PTX nos aspectos histopatoldgicos dos sinuséides hepéticos nos animais infectados.

Tabela 9 106

Acédo da PTX nos aspectos histopatolégicos dos vasos do espago porta nos animais infectados.

Tabela 10 107

Acdo da PTX nos aspectos histopatoldgicos do pulmé&o nos animais infectados.

XXIV



RESUMO

XXV



A malaria ainda € um problema grave para a saude publica mundial, com
bilh6es de pessoas vivendo em areas de risco de infec¢ao, e milhdes de pessoas
acometidos pela doenca, levando a cerca de quase um milhdo de mortes
anualmente. E uma doenca febril aguda e nas formas graves pode apresentar
prostracado, alteracdo do estado de consciéncia, convulsées e edema pulmonar.
As manifestacBes patoldégicas como o paroxismo febril, malaria cerebral e
choque, sdo decorrentes da resposta inflamatoria exacerbada, com consequente
aumento da adesao de células e o sequestro de eritrcitos principalmente no
endotélio das vénulas pos-capilar. A pentoxifilina (PTX) € uma droga com
capacidade imunomoduladora, regulando a producédo de citocinas inflamatorias
como o fator de necrose tumoral (FNT) e com potencial uso para prevenir as
formas graves da malaria por diminuir a producao do FNT. Este trabalho avaliou
a influéncia da PTX sobre as alteracfes histopatologicas do cérebro, figado e
pulmdo em camundongos susceptiveis ou ndo as formas graves da malaria.
Foram estudados camundongos machos com 8 semanas de idade das linhagens
C57BL/6, CBA e BALB/c compondo quatro grupos, sendo que dois grupos foram
infectados com 108 eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA,
tratados a partir do terceiro dia apés a infeccdo, com 8mg/kg/dia de PTX e o
outro grupo tratado com NaCl 0,9%. Outros dois grupos néo foram infectados
porém, seguiram o mesmo tratamento com PTX e NaCl 0,9%. No sexto dia da
infeccdo os camundongos foram sacrificados e apés perfusdo cardiaca, foram
retirados os 6rgaos (cérebro, figado e pulmao), e procedido o processamento
histolégico. As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e
avaliadas em microscopia 6ptica. Observamos que a PTX foi capaz de diminuir
a necrose de neurdnios nos modelos CBA e BALB/c, porém, o contrario foi
observado no modelo C57BL/6, onde a droga aumentou a necrose de neurénios
no cérebro. Observamos também que no cértex cerebral, a PTX aumentou a
congestao vascular no modelo C57BL/6, mas diminuiu a congestao vascular nos
camundongos CBA e BALB/c. No figado dos camundongos C57BL/6 e BALB/c
dos animais infectados e tratados com a PTX observamos menor nimero de
células de Kupffer com pigmento malarico. No pulmédo dos camundongos
C57BL/6 observamos aumento da permeabilidade da membrana alvéolo-capilar,
que também foi observada nos camundongos CBA e no BALB/c apés infeccéo

pelo plasmodio. Contudo, apds a administracdo da PTX, houve reducdo na
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congestdo vascular. Nossos dados sugerem que as trés linhagens de
camundongos possuem mecanismos diferentes de resposta em cada 06rgéo,
evidenciando a heterogeneidade da influéncia da droga em camundongos com
diferentes bases genéticas, e evidenciando a necessidade de melhor

esclarecimento das vias pelas quais a droga age em cada 6rgéao.
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Malaria is still a major problem for global public health, with billions of
people in contamination risk areas, and millions affected by the disease, leading
to around nearly one million deaths annually. It is an acute febrile illness and in
severe forms can present prostration, altered state of consciousness, seizures
and pulmonary edema. Pathological manifestations, as febrile paroxysm,
cerebral malaria and shock, are due to the increased inflammatory response, with
consequent increase in cell adhesion and sequestration of erythrocytes mainly in
the endothelium of post-capillary venules. Pentoxifylline (PTX) is a drug with
immunomodulatory capacity, regulating the production of inflammatory cytokines,
such as tumor necrosis factor (TNF), and with a potential use to prevent severe
forms of malaria by reducing the production of TNF. This study evaluated the
influence of PTX on the histopathological changes in the brain, liver and lung in
mice susceptible or not to severe forms of malaria. C57BL/6, CBA and BALB/c
male mice (8 weeks old) were studied. They comprised four groups, in which two
were infected with 10® Plasmodium berghei ANKA parasitized erythrocytes and
treated with PTX (8 mg/kg/day) or 0.9% NacCl from the third day after infection
onward. The two other remaining groups were not infected, but followed the same
treatment, with PTX or 0.9% NaCl. On the sixth day after infection, mice were
sacrificed and underwent to a cardiac perfusion, the organs were removed (brain,
liver and lung) and carried to a histological processing. The slides were stained
with hematoxylin-eosin (HE) and evaluated by light microscopy. We observed
that the PTX was able to decrease neuronal necrosis in CBA and BALB/c mice.
However, the opposite was observed in C57BL/6 mice, in which PTX increased
the neuronal necrosis in brain. We also observed that in the cerebral cortex, PTX
increased vascular congestion in C57BL/6 model, but decreased vascular
congestion in CBA and BALB/c mice. In the liver of the C57BL/6 and BALB/c mice
of infected animals that were treated with PTX, it was observed fewer Kupffer
cells showing malaria pigment. In lungs of C57BL/6 mice, there was an increase
in the permeability of the alveolar-capillary membrane, which was also observed
in CBA mice after Plasmodium infection. However, after treatment with PTX,
there was a reduction in vascular congestion. Our data suggest that the three
strains of mice have different mechanisms of response in each organ, showing

the heterogeneity of drug influence, and highlighting the need to better
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understanding of the ways by which the drug acts in each organ from each of

these experimental malaria models.
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INTRODUCAO



1.1 Epidemiologia

Apesar da malaria ser intensamente estudada, ainda cerca de 3,3 bilh6es
de pessoas correm o risco de contrair a doenca, ela ocasiona aproximadamente
250 milhdes de casos da doenca e quase um milhdo de mortes por ano (WHO
2011, WHO 2014). A maléaria € causada pelo protozoario Plasmodium, que é
transmitido pela picada de mosquitos infectados do género Anopheles. Os
agentes etioldgicos que causam doenca no ser humano sdo de cinco espécies
de Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. H4
um reconhecimento crescente no Sudeste da Asia de transmissdo zoonoética do
P. knowlesi em areas especificas. O P. falciparum causa o maior nimero de
Obitos, enquanto P. vivax possui a maior distribuicdo geografica (WHO 2000).

Segundo o relatério mundial de malaria publicado pela OMS (WHO,
2013), no Brasil cerca de 4% da populacéo esta em alto risco de contrair malaria,
e aproximadamente 17% das infeccbes sdo pelo P. falciparum, que ocorrem
principalmente na regido Amazoénica brasileira, onde condi¢cfes climaticas e

ambientais propiciam a proliferacao do vetor (Tauil et al. 1985).

1.2 Ciclo

No corpo humano, apés a picada do mosquito, 0s esporozoitos entram na
circulagdo sanguinea, e em torno de 30 a 60 min alcancam o figado. Ao chegar
no 6rgdo, as moléculas de adesdo da proteina circunsporozoita (CSP) e a
trombospondina (TSP) irdo mediar sua ligacdo em moléculas sulfatadas dos
hepatdcitos, e consequentemente se procedera a invasao da célula e inicio da
esquizogonia hepética. Apdés a primeira esquizogonia, 0S merozoitos serao
formados e entrardo na corrente sanguinea (Miller et al. 2002; WHO 2000).
Entretanto, como o nimero de hepatdcitos destruidos nesta fase € relativamente
pequeno, nesta fase da esquizogonia hepatica ndo ha expressao clinico-
patologica da doenca.

No sangue, 0S merozoitos irdo penetrar nos eritrocitos através da ligacao
em receptores. Os plasmaddios vivax e knowlesi ligam-se ao antigeno Duffy, ja o
P. falciparum liga-se a receptores sialicos, como a glicoforina A. Porém o P.
falciparum e P. knowlesi ndo utilizam exclusivamente os receptores citados
acima. Diferentemente do P. vivax que utiliza exclusivamente os receptores

Duffy, eles podem utilizar outros receptores para penetrar no eritrocito, como a
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glicoforina B. Nos eritrocitos, eles iniciardo outro processo de esquizogonia, que
ao seu término rompe o eritrécito liberando os merozoitos no sangue, que
penetrardo em outros eritrcitos prosseguindo o ciclo de vida do parasito.
Geralmente é nesta fase que ocorre a expressao clinica da doenca, como a
febre, que é determinada pela acdo de citocinas pirégenas, como o fator de
necrose tumoral (FNT) ou a interleucina 1 (IL-1). Durante este ciclo, alguns
parasitos evoluem para gametocitos, iniciando a fase sexuada do ciclo do
protozoario (Chitnis 2001; Dvorak et al. 1975; Miller 1977; Miller et al. 2002), e

serdo transmitidos ao mosquito quando do repasto sanguineo.

1.3 Imunologia

As citocinas inflamatérias exercem um papel importante na infeccao, ja
gue podem tanto amenizar quanto agravar a doenca (Mitchell et al. 2005; Muniz-
Junqueira & Tosta 2007; Torre, Speranza & Martegani 2002). Citocinas
inflamatérias, como o FNT, o interferon-y (IFN-y), as interleucinas-12 e 18, e
citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 e o fator de transformacdo do
crescimento (TGF-B), estdo relacionadas com o desenvolvimento da doenca e
em dependendo das concentracbes, podem estar ligadas as formas graves,
como a maléaria cerebral (Angulo et al. 2002; Mitchell et al. 2005; Torre, Speranza
& Martegani 2002).

No inicio da infec¢cdo maléarica, os macrofagos irdo produzir e secretar IL-
12 e 18, que ao serem produzidas, estimularédo as células NK e linfécitos T CD8
a produzirem IFN-y. Estas mesmas células podem produzir também o FNT-a,
que conjuntamente com o IFN-y, contribuird no processo de contencdo da
infeccdo pelo plasmaodio (Torre, Speranza & Martegani 2002). Ja na malaria
grave ocorre uma producéo exagerada e persistente do FNT-a e uma reducgao
da IL-10 e TGF-B, sendo que a producdo deste Ultimo estd associada com
reducado da febre (Dodoo et al. 2002).

A ativacao da via NF-xB estimula a producéo de FNT-a, e esta associada
com a morte celular programada (apoptose), adesdo celular, proliferacao,
resposta imunitaria inata e adaptativa, inflamacgéao e resposta ao estresse celular
(O’dea & Hoffmann 2010; Perkins 2007; Yao, Xing & Boyce 2009). O FNT-a ativa

a via canbnica ou classica do NF-kB. Esse processo é caracterizado pela



fosforilacdo rapida do IkBa na Ser32 e Ser36 e uma degradacdo posterior
induzida da ubiquitina pelo proteassoma 26S (Perkins, 2007). A inativacdo dessa
via poderia reduzir efeitos dos processos inflamatorios (Zingarelli, Sheehan &
Wong 2003), amenizando a sintomatologia da malaria grave.

Existem muitas vias e citocinas associadas com a inflamacéo e formacéao
do complexo inflamassoma, eicosanoides, PPAR-y, NF-xB. A via dos
eicosanoides pode induzir a producdo de prostaglandina E2 (PGE2) e pode
estimular tanto resposta pro-inflamatoria quanto anti-inflamatoéria (Okwan-Duodu
et al. 2013; Qian et al. 2013), sendo assim um excelente alvo para farmacos
imunomoduladores.

O sistema nervoso central (SNC) é protegido pela barreira
hematoencefalica e apresenta reatividade inflamatéria limitada (Queiroz,
Teixeira & Teixeira 2008). Porém, nos casos de malaria cerebral, com o processo
de sequestro de eritrocitos parasitados na microvasculatura cerebral, o sistema
nervoso central fica susceptivel a lesédo, podendo apresentar danos neuroldgicos
reversiveis ou permanentes (Medana et al. 2002). Na malaria cerebral, a
hiperativagdo do endotélio vascular cerebral é reflexo da producgéo excessiva de
citocinas pro-inflamatorias.

Existem ainda controvérsias na literatura sobre as semelhancas e
diferencas nos processos histopatoldgicos apresentados pelos seres humanos
e em modelos murinos da malaria. Alguns artigos sugerem a existéncias de
alteracbes histopatolégicas semelhantes, com formacdo das rosetas,
hemorragia, o processo de sequestro de eritrécitos parasitados no endotélio
vascular em associacdo com as citocinas inflamatérias (Nacer et al. 2012),
entretanto, isto ndo foi observado por outros autores. Sendo assim € importante
melhor esclarecer as alteracdes histopatoldgicas presentes nos modelos
murinos da malaria, para propiciar a utilizacdo do modelo mais adequado na
procura de medidas terapéuticas alternativas para prevenir as formas graves da
malaria.

Apesar de muito estudado, o entendimento definitivo dos mecanismos que
promovem a patogénese da doenga estéd longe de ser alcangcado totalmente

(Muniz-Junqueira 2007; Muniz-Junqueira & Tosta 2007).



1.4 Pentoxifilina como droga imunomoduladora

O desenvolvimento de novas drogas para o combate da malaria esta
sendo cada vez mais procurado, pois de acordo com os relatorios anuais da
OMS, existe uma preocupacao crescente com 0S casoOs que surgiram de
parasitos resistentes aos derivados da artemisinina, que sdo 0s mais potentes
microbicidas atualmente disponiveis para o tratamento da malaria. Em 2000,
parasitos resistentes ao medicamento surgiram na zona da fronteira do Camboja
com a Tailandia e tem se espalhado para outras areas, inclusive para as
Américas (WHO 2012).

A utilizacdo de drogas imunomoduladores como terapia complementar
aos antiparasitarios pode ser uma alternativa para diminuir a gravidade da
doenca. Dentre as drogas disponiveis, a pentoxifilina ainda precisa uma melhor
avaliacdo, uma vez que ela pode: Modular a producéo exacerbada do fator de
necrose tumoral, pode diminuir o sequestro de eritrécitos parasitados pela
reducdo da formacao de rosetas, e prevenir as lesées neuronais (Borges, 2013;
Muniz-Junqueira, 2007; Muniz-Junqueira & Tosta 2007). Lembrando que, as
drogas imunomoduladores devem ser iniciadas precocemente para evitar que
ocorram as lesBes causadas pelo efeito excessivo de citocinas inflamatorias
determinantes da leséo.

A PTX é uma droga inibidora da fosfodiesterase, agindo no interior da
célula e aumentando o nivel de cAMP e consequentemente inibindo a entrada
de Ca?*, que por sua vez é um importante fator na sinalizacdo do macréfago, e
também pode interferir na via do NF-xB, pois regula a producdo de varias
citocinas inflamatorias (FNT, IL-6, IFN-y), bem como a apoptose, e também, o
aumento de citocinas anti-inflamatorias (IL-10), indicando a sua interferéncia no
ramo Tal das subpopulac@es de linfocitos (Borges 2006; Fernandes et al. 2008;
Gonzalez-Espinoza et al. 2012; Sunil et al. 2014). Além destes efeitos, ela possui
uma atividade antitrombotica, reduzindo a viscosidade do sangue (Borges 2006).
Portanto, a PTX pode ser uma alternativa como adjuvante no tratamento da
malaria grave, visto que o0 agravamento € decorrente majoritariamente do
excesso de producéo de citocinas inflamatorias.

A acado da PTX na maléria cerebral ainda esta pouco esclarecida, pois em

estudos conduzidos em seres humanos que desenvolveram a doenca, em
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alguns houve melhora de parametros clinicos, com reducédo do tempo de coma
e maior sobrevida (Das et al. 2003), porém, outros estudos (Lell et al. 2010) ndo
mostraram influéncia na evolucdo da doenca. Ja estudos realizados em
pacientes que desenvolveram outras formas graves da malaria também néo foi
observado acdes da droga sobre a citocina inflamatoria FNT ou algum outro fator
gue chamasse a atencdo dos pesquisadores, contudo os autores citam que
talvez nédo ter chegado a algum resultado conclusivo deve-se ao fato de o
tratamento ter sido concomitante com potentes antimalaricos, podendo estes
terem reduzido ou tornado néo visivel os efeitos da PTX (Hemmer et al. 1997;
Looareesuwan et al. 1998).

Entretanto, a maioria destes estudos foram realizados com amostra
pequena de pacientes, alguns com formas clinicas diferentes e pouco
caracterizadas e doses diferentes do medicamento, indicando a necessidade
ainda de uma melhor caracterizacdo da acéo da droga na malaria.

Na patogénese da malaria ha envolvimento de multiplos érgdos, como
figado, pulméo, cérebro, etc. e entre os fatores que poderiam desencadear esta
gama de acometimento de varios 6rgaos sao: fatores genéticos, situacao social,
nutricdo do paciente, local de residéncia, e se é primo infectado” (Gazzinelli et
al. 2014).

1.5 Fisiopatologia das altera¢@es no figado

Apos a inoculacao dos esporozoitos pela picada do Anopheles, o parasito
migrara para o figado, onde ira infectar os hepatdcitos e dar inicio a esquizogonia
hepatica. Nessa fase do ciclo do parasito ha a liberacdo de 10.000 a 50.000
merozoitos de cada hepatdcito infectado, e estes irdo iniciar o ciclo eritrocitario
(Miller et al. 2014). Durante esta fase do desenvolvimento intra-hepatico, o
paciente ndo apresenta nenhuma manifestacdo clinica, pois 0 numero de
hepatécitos infectados é muito pequeno. As manifestagdes clinicas relacionadas
ao comprometimento hepatico somente ocorrerdo durante a fase eritrocitaria,
resultante da ruptura das heméacias e liberacdo dos parasitos e de restos de
hemozoina, que serdo fagocitados pelas células de Kupffer, como também
fagocitardo os parasitos circulantes. O comprometimento hepatico se manifesta
por alteracbes de marcadores bioquimicos e hepatomegalia moderada e

dolorosa.



Entre as alteracdes clinicas e fisiopatolégicas relacionadas ao figado
poderdo ocorrer: ictericia, hipoglicemia acentuada, encefalopatia hepética,
hepatomegalia, disfuncdo metabdlica, hepatite malérica e perda da funcdo do
orgao (Baheti, Laddha & Gehlot 2003; Bhalla, Suri & Singh 2006; WHO 2014).

A ictericia € comum na forma grave da doenca, e €é resultante de varios
fatores como a hemdlise, ruptura dos hepatdcitos e diminui¢cdo no fluxo da bilis
(Baheti, Laddha & Gehlot 2003; Bhalla, Suri & Singh 2006). Prejuizo da funcéo
hepatica também pode estar associada com o uso de antimalaricos.

A encefalopatia e a hepatite malarica acontecem devido a diversos
fatores. ApGs o fim do primeiro ciclo eritrocitario, ha um aumento de parasitos
circulantes, e estes irdo infectar novas células. Hemacias infectadas chegam a
consumir cerca de 5 vezes mais glicose que as normais, logo ha uma exigéncia
de maior producédo de energia, além de que a febre também sera outro fator que

aumentara o consumo de glicose (Mackintosh, Beeson & Marsh 2004).

1.6 Fisiopatologia das alteragdes no pulméao

Durante a infeccéo pelo plasmaodio, alguns achados clinicos apontam para
0 comprometimento pulmonar, como algumas manifestacdes respiratérias, como
atosse, e para formas graves da infec¢cdo, como o edema pulmonar e a sindrome
da insuficiéncia respiratéria, também referida como sindrome da angustia
respiratéria (Boulos, Costa & Tosta 1993).

Apesar de manifestagcbes graves como o edema e a insuficiéncia
respiratoria estarem bem descritos clinicamente, o que desencadeia essa
resposta ainda ndo esta totalmente esclarecido. Varios fatores podem levar ao
grave acometimento do pulmdo, como: O sequestro na microvasculatura,
hipoxia, acidose latica e aumento na permeabilidade do epitélio. O sequestro tem
sido apontado como um dos eventos desencadeadores para as outras
agressodes. A adesao de hemacias infectadas e leucécitos levardo ao aumento
na producao de citocinas no local, podendo ocasionar injuria da unidade alvéolo-
capilar. Esse dano ocasionara alteragbes nos pneumdcitos do tipo 1, que
revestem cerca de 95% da superficie alveolar, e consequentemente levar aos
outros fatores (hipdxia, acidose latica e aumento da permeabilidade do epitélio)
(Boulos, Costa & Tosta 1993; Gomes et al. 2011; Lovegrove et al. 2008).



1.7 Fisiopatologia das alteracdes no cérebro

O acometimento cerebral € a forma mais grave da malaria, pode atingir
cerca de 1 a 15% dos infectados em &reas endémicas, e representa
aproximadamente 80% das causas de morte (Lou, Lucas & Grau 2001).

A patogénese da maléaria cerebral ainda possui pontos desconhecidos,
porém, o excesso de producdo de citocinas e constante inflamacdo nos
microvasos do tecido cerebral sao fatores ja bem descritos (Borges 2006; Borges
2013; Torre, Esperanza & Martegani 2002). E também os processos mecanicos,
como o mecanismo de sequestro de hemacias e obstrucéo dos vasos, levariam
a hipoxia e perda da funcdo do tecido, além do risco de romper as células
endoteliais e levar a hemorragia em anel (Gomes et al. 2011). As complicacdes
neurolégicas, como convulsdes, ataxia e coma, geralmente ocorrem de forma
abrupta nas criangcas e, nos adultos, tardiamente, com comprometimento
multiplo dos 6rgaos (Wasay et al. 2010).

A malaria cerebral inicia-se pelo sequestro dos eritrécitos parasitados pelo
P. falciparum, uma vez que este apresenta uma molécula a Proteina de
Membrana do Eritrocito 1 do Plasmodium falciparum (PfEMP1) que se liga as
moléculas de adesdo presentes nas células endoteliais dos vasos. Também
existe uma associacdo com os receptores do FNT e da linfotoxina, sendo no
caso do FNT, o Receptor do fator de necrose tumoral-2 (TNFR2) e no caso da
linfotoxina o Receptor de linfotoxina B (LTBR), ja que em experimentos a
deficiéncia destes foi associada com o0 ndo desenvolvimento do quadro grave da
doenca (Togbe et al. 2008). Quando as hemacias se aderem, elas sédo
reconhecidas pelos leucdcitos que estdo no vaso, uma vez que isto aconteca, 0S
leucocitos produzem citocinas inflamatdrias que estimulam ainda mais a
expressdo de adesinas no endotélio vascular. Por sua vez, as adesinas podem
aderir ndo s6 hemacias infectadas, mas também leucdcitos e plaguetas. Essa
resposta localizada ainda possibilita a producdo de radicais de nitrogénio e
oxigénio, que apesar de terem um efeito microbicida, se produzidos em
guantidades maiores também se envolvem nos mecanismos que agravam a
doenca (Clark & Cowden 2003; Medana et al. 2001; Randall & Engwerda 2010).

Esses radicais em conjunto com citocinas inflamatorias, como o FNT e a



linfotoxina, estimulam ainda mais o processo de sequestro, promovendo assim
a aderéncia e ocluséo dos vasos (Watters & O’Connor 2011). Essas alteracdes
podem levar a hipdxia, hemorragias, e o0s danos podem evoluir

significativamente, levando o paciente a morte.

1.8 Modelos experimentais

Muitos estudos sobre a maléaria ainda sao provenientes de avaliacdo em
modelos experimentais ou bidpsias post-mortem. Recentemente foi levantado
novamente o questionamento se é ou ndo valido o uso de modelos experimentais
para tentar entender a complexa fisiopatogenia da doenca nos seres humanos
(Zuzarte-Luis, Mota & Vigéario 2014), e foi considerado que o vasto numero de
cepas de plasmodio e manifestacdes clinicas em camundongos sdo benéficos
para entender as manifestacdes diversas em seres humanos.

Os camundongos CBA e C57BL/6 sado animais que quando infectados
com o Plasmodium berghei ANKA, morrem entre o 6° e 8° dia ap0s infecc¢éo,
com parasitemia baixa e sinais neurolégicos como ataxia e convulsdes. A
linhagem BALB/c ndo apresenta a doenca cerebral, contudo, sobrevive em torno
de trés semanas e morre com parasitemia alta e profunda anemia (Sousa & Riley
2002). A linhagem C57BL/6 € a que apresenta varias formas graves da doenca
apos a infeccao pelo P. berghei ANKA. Um resumo das manifestacdes clinicas

dessas trés linhagens esta na tabela 1.



Tabela 1: Manifestacdes da malaria grave segundo o modelo

experimental

Modelo
Experimental

Manifestacfes apos a infeccéo pelo
Plasmodium berghei ANKA

Referéncias

-

Malaria cerebral
Comprometimento placentario

Zuzarte-Luis

Comprometimento agudo do pulméo (2014)
Bty Sindrome da Angustia Respiratoria
Comprometimento agudo do rim
Comprometimento agudo do figado
- Maléria cerebral Grau (1989;
Lesdo Pulmonar 2001)
S Carvalho
(2000)
Anemia grave
. Comprometimento agudo do rim Zuzarte-Luis
Comprometimento placentario (2014)
BaLBle Les&o pulmonar Lovegrove
(2008)
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Vérios fatores estdo envolvidos no desencadeamento da doenca nas
formas graves da malaria. Embora muito estudado, ainda é necesséario um
melhor esclarecimento da patogénese e alteracdes histopatoldgicas da doenca.
Ha ainda grande controvérsia na literatura sobre a utilizacdo de modelos animais
para o entendimento e avaliacdo do efeito de drogas para utilizacdo na malaria
humana, devido a diferencas nas expressdes histopatologicas observadas entre
nos animais e estudos de material de necropsia de seres humanos. Por isso é
importante uma melhor definicdo das alteracdes histopatoldgicas observadas em
modelos experimentais que apresentam a malaria cerebral ou ndo, para que
modelos mais representativos possam ser definidos para utlizacdo em
pesquisas cientificas.

Desde o ano de 2000 tem havido uma crescente deteccéo de resisténcia
aos antiparasitarios atualmente disponiveis para o tratamento da malaria,
necessitando assim um maior investimento na procura de novos farmacos (WHO
2012), como também na busca de novas maneiras de diminuir a grande
morbimortalidade pela doenca, que ainda é inaceitavelmente elevada,
principalmente entre criancas, pela grande prevaléncia da doenca. Mesmo com
tratamento adequado, os pacientes podem apresentar desequilibrio do sistema
imunitario causando a morte, portanto, € importante analisar a abordagem
terapéutica pela utilizacdo de drogas imunomoduladoras. O desequilibrio do
sistema imunitario poderia ser amenizado pela utilizacdo de drogas com acao
imunomoduladora. Varias vias e citocinas estdo diretamente envolvidas nas
respostas inflamatérias, a imunomodulacéo destas vias e citocinas poderia ser
importante para evitar resposta exagerada que levaria ao agravamento da
malaria (Torre, Speranza & Martegani 2002). O estudo da interferéncia da
pentoxifilina, que € imunomodulara, na doenca em modelos experimentais pode
também contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos

na imunopatogénese das formas graves da malaria.
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e Objetivo Geral
Este projeto tem como objetivo avaliar em camundongos suscetiveis ou
ndo a maléria grave a influéncia do tratamento com a pentoxifilina sobre as

alteracdes histopatologicas do figado, pulméo e cérebro.

e Objetivo Especifico

1. Analisar alteracfes histopatolégicas no tecido cerebral de trés
linhagens de camundongos (C57BL/6, CBA, BALB/c) no processo infeccioso
e inflamatério e se ha alteracdo pela administracdo da pentoxifilina.

2. Analisar alteracdes histopatologicas no figado de trés linhagens de
camundongos (C57BL/6, CBA, BALB/c) no processo infeccioso e inflamatorio
e se ha alteracdo pela administracdo da pentoxifilina.

3. Analisar alteracGes histopatolégicas no pulméao de trés linhagens
de camundongos (C57BL/6, CBA, BALB/c) no processo infeccioso e
inflamatério e se ha alteracéo pela administracdo da pentoxifilina.
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Grupos de estudo

Para este estudo foram utilizados camundongos Mus musculus de 8
semanas de idade, machos, das linhagens CBA, C57BL/6 e BALB/c, obtidos do
Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia — UnB.

A dose administrada de PTX (8 mg/kg/dia) foi seguida de acordo com a
padronizacao realizada por Paula Jr (2003), onde o autor observou que a
administracdo de 8 mg/kg/dia era uma dose ideal para a acdo moduladora da
droga.

Os animais foram separados em 20 para cada linhagem e foram
distribuidos conforme infeccéo e tratamento nos seguintes grupos:

Grupo 1 - Controle: No qual 5 camundongos/grupo das trés linhagens
nao infectados receberam 200 pL de salina tamponada com fosfato (STF), pH
7,2, por via intraperitoneal, no primeiro dia do experimento e foram tratados a
partir do terceiro até o sexto dia de experimentacdo com NaCl 0,9%, pH 7,2, por
via intramuscular, de 12 em 12 horas.

Grupo 2 - Controle + Pentoxifilina (PTX): No qual 5 camundongos de
cada linhagem néo infectados receberam, por via intraperitoneal, 200uL de STF,
pH 7,2, no primeiro dia e foram tratados, por via intramuscular, com 8 mg/kg/dia
de pentoxifilina (Trental, lote 106708, Laboratério Aventis Pharma LTDA) diluida
em 50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2, de 12 em 12 horas, a partir do terceiro até o
sexto dia da infecgao.

Grupo 3: Infectado (Pb): No qual 5 camundongos de cada linhagem
foram infectados por via intraperitoneal com 10° eritrécitos parasitados pelo
Plasmodium berghei ANKA, suspensos em 200uL de STF, pH 7,2 e tratados com
50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2, por via intramuscular, a partir do terceiro até o sexto
dia da infeccdo, de 12 em 12 horas.

Grupo 4: Infectado + Pentoxifilina (Pb + PTX): no qual 5 camundongos
de cada linhagem foram infectados por via intraperitoneal com 108 eritrécitos
parasitados pelo Plasmodium berghei ANKA suspensos em 200uL de STF, pH
7,2, e tratados com 8mg/kg/dia de pentoxifilina (Trental, lote 106708, Laboratorio
Aventis Pharma LTDA) diluida em 50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2 por via

intramuscular, de 12 em 12 horas, a partir do terceiro até o sexto dia da infecgéo.
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O delineamento do experimento esta mostrado no organograma a segulir.

Camundongos CBA Camundongos C37BL/6 Camundongos BALB/c
[n=20) [n=20) in=20)

[ Infectados com 10°

M3o infectados eritrdcitos parasitados
{n=10) com P. berghei ANEA
' {n=10)
Infectad = L Infactados e tratados
Controle (n=5] Tratado com PTX [n=5) nfectados (n=5) com PTX [n=5)

Sacrificio no 62 dia e
coleta dos ongdos

Fixacdo e coloracdo em
hematoxilina-eosing
(HE]

Leitura em microscopio
dptico

Figura 1: Delineamento experimental.

In6culo

A infeccgéo foi realizada pelo indculo intraperitoneal de 1x10® hemacias
infectadas com o Plasmodium berghei ANKA e para confirmar se 0s animais
estavam infectados, a parasitemia foi determinada em uma pequena amostra do
sangue, retirado por puncéo cardiaca com o auxilio de uma seringa de insulina
heparinizada. A amostra foi distendida em uma lamina, secada e corada com
coloragéo panotica. As parasitemias foram avaliadas contando em 500 células,

a quantidade de hemécias parasitadas ou nao.
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Tratamento

Cada grupo foi tratado a partir do terceiro dia de infeccéo, para que haja
a resposta inflamatoria natural sem a intervencgéo da droga. Foi administrada por
via intramuscular uma dose de 8 mg/kg/dia de Pentoxifilina (Trental, lote 106708,
Laboratério Aventis Pharma LTDA) dividida em 12 horas (4 mg/kg a cada 12
horas) e diluida em soro fisiol6gico 0,9% com um volume total de 50 uL, e quanto
aos tratados somente com salina substituido por uma injeg&o intramuscular de

50 uL de soro fisiologico 0,9%.

Coleta do tecido cerebral

ApGs o sexto dia de infecgdo, os animais foram sacrificados em camara
de CO:2 e imediatamente ap0s sua morte foi realizada a perfuséo cardiaca com
20mL de solucéo contendo (glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%), em seguida,
0s cerebros e cerebelos foram retirados, lavados em STF, PH 7,2, e fixados em
paraformaldeido 4%. Os cérebros fixados foram cortados sagitalmente,
aproximadamente na regido do bregma -2 e -4 compreendendo a regido

hipocampal conforme mostrado na figura 2.

Figura 2: Cérebro de camundongo. Mostrando as regides de secgdo. Adaptado de Mouse Brain Library.
Disponivel em (www.mbl.org).

Coleta dos 6rgéos

Apbs o sexto dia de infeccdo, os animais foram sacrificados em camara
de CO:2 e prontamente apds sua morte foi realizada a perfusdo cardiaca com
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20mL de solucéo contendo (glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%), apds isso
os orgéaos (figado e pulméo) foram retirados para processamento histologico, 0s
figados e pulmdes foram processados inteiros.

Processamento Histolégico

Apos a coleta e fixacdo em paraformaldeido 4%, os 6rgaos seguiram para
0 processamento, sendo primeiro a desidratacéo seriada com alcool 70%, 80%,
90% e 100%, seguidas para o Xilol por trés vezes e enfim para a parafina trés
vezes, sendo que na ultima parafina ocorre a etapa final para emblocamento.

Os cortes foram realizados em micrétomo em seccfes de 5 um de
espessura e foram corados com hematoxilina-eosina. Durante a coloracao, as
laminas foram imersas em trés Xil6is, 5 minutos no primeiro e dois minutos nos
proximos, em seguida dois minutos em trés cubas de alcool 100%, e apdés isso,
dois minutos nos alcoois 90%, 80% e 70%, a partir dai as laminas foram lavadas
em agua corrente por alguns minutos e coradas em hematoxilina por 5 minutos,
apos a coloracdo, o excesso de corante foi retirado em &gua e lavados
novamente em agua destilada, em sequéncia as laminas foram imersas em
eosina por trés minutos, e em seguida dois minutos em trés cubas de alcool
100%, seguido de dois minutos em trés cubas de xilol, e assim montadas em
meio de montagem com resina sintética (Enthelan ® Merck) em laminulas
sobrepostas.

Avaliacao histopatoldgica

Para a andlise dos cortes histologicos, cada lamina foi analisada em
microscépio Optico, em 10 campos, para cada 6rgao diversos aspectos foram
observados.

o Cérebro e cerebelo: Numero de neurbnios, necrose neuronal,
adesao leucocitaria e eritrocitaria, congestao vascular.

. Figado: Numero total de células Kupffer, numero de células de
Kupffer com pigmento malarico, numero de sinusoéides congestionados e com
pigmentos malaricos, adesao eritrocitaria e leucocitaria nos sinusoides, adesao
eritrocitaria e leucocitaria nos vasos do espaco porta, células mononucleares

com pigmento malérico nos vasos do espaco porta, congestao vascular.
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o Pulméo: Leséo alveolar, edema intra-septal, congestao vascular,
adesao eritrocitaria e leucocitaria.

A morfometria do estudo foi realizada utilizando uma objetiva micrométrica
em escala manomeétrica.

Para homogeneizacéo dos resultados, como o numero total de neurdnios
e células de Kupffer foram diferentes entre os animais, os dados foram
normalizados para 100 células, com excecdo dos numeros totais de células
(Kupffer e neurdnios).

Todas as laminas foram analisadas e os parametros quantificados por um

anico avaliador (DC).

Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism para
Windows (GraphPad Software — San Diego, USA). Para avaliar a normalidade
da amostra foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. A partir da normalidade
das amostras foi utilizado teste paramétrico ou ndo paramétrico. Quando
avaliados os quatro grupos o teste utilizado foi ANOVA seguido de Student-
Newman-Keuls, ou Kruskal-Wallis, caso a distribuicdo ndo tenha sido normal,
seguido do método de comparacdo de Dunn. Para dois grupos, foi utilizado o
teste t-Student quando a distribuicdo foi normal, ou o teste de Mann-Whitney
para quando ndo houve distribuicdo normal. A comparacao entre as variaveis foi
considerada estatisticamente significante quando a diferenca probabilistica de

ocorréncia devida ao acaso foi menor do que 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS
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N&o observamos hemorragias em anel (caracteristica histopatologica de
humanos) nos camundongos.

Ademais, observamos as seguintes alteracdes no cérebro dos animais
C57BL/6, CBA e BALBI/c:

e Figura 3: Encontram-se imagens de neurdnios normais (A, B e C), na
imagem D observa-se um neurénio em necrose, com aspecto de caridlise (fase
final da necrose, perca do nucleo e citoplasma eosinofilico), imagem E observa-
se neurbnios em necrose, um em picnose (fase inicial, condensacdo da
cromatina e eosinofilia do citoplasma e nucleo) e caridlise, naimagem F observa-
se dois neurdnios em cariolise.

e Figura 4: Encontram-se imagens representativas de congestdes

vasculares (A, B e C), adesdo de hemécias (E) e de leucdcitos (D).

Observamos as seguintes alteracdes no figado dos animais C57BL/6,
CBA e BALB/c:

e Figura 5: Encontram-se imagens representativas dos vasos do espaco
porta, normais (A) e com adesao de células mononucleares (B e C), vaso sem
adesao apos administracdo da PTX (D).

e Figura 6: Encontram-se imagens representativas de sinusoéides hepaticos
e células de Kupffer com pigmento malarico (A, B e C) e reducdo dessa

caracteristica apos administracdo da PTX (D, Ee F) .

Observamos as seguintes alteracdes no pulmdo dos animais C57BL/6,
CBA e BALB/c:

e Figura 7: Encontram-se imagens representativas de lesées pulmonares e
edema dos septos e alvéolos e desestruturacéo dos alvéolos (A, B e C).

e Figura 8. Encontram-se imagens de pulmdes normais (A, B e C),
congestdo vascular (D), menor congestdo apés administragcdo da PTX (E) e

edema intra-septal (F).
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Figura 3: Andlise histopatologica dos cérebros. No sexto dia de infecgdo, os cérebros foram coletados, ap6s perfusdo e fixados em paraformaldeido e emblocados em
parafina. Cortes de 5 um foram corados com hematoxilina-eosina e analisados em microscopio éptico de luz. A, B e C: Figura representativa de neurénios normais. D: Neurdnio
em necrose de animais BALB/c, com aspecto de cariolise (observar intensa eosinofilia do citoplasma e auséncia de nucleo). E: Neurénios em necrose de animais CBA, com
aspecto de picnose (observar eosinofilia do citoplasma e cromatina condensada no nucleo) e caridlise. F: Neur6nios em necrose de animais C57BL/6 ap6s tratamento com PTX,
com aspecto de picnose. Seta menor: caritlise. Asterisco: picnose. Aumento: 1000x
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Figura 5: Andlise histopatolégica do figado. Vasos do espa¢o porta. No sexto dia de infec¢éo, os figados foram coletados, apds perfuséo e fixados em paraformaldeido e
emblocados em parafina. Cortes de 5 um foram corados com hematoxilina-eosina e analisados em microscopio optico de luz. A: Espaco porta normal em animal ndo infectado.
B: Espago porta de animal infectado, com CMNs aderidas ao endotélio, e aparente infiltrado inflamatério. C: Presenga de hemécias infectadas aderidas entre si e CMNs em

animal infectado. D: Aparente melhora da adesdo em animal infectado e tratado com PTX. Aumento: 400x
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Figura 6: Analise histopatoldgica do figado. Sinuséides hepaticos. No sexto dia de infecgdo, os figados foram coletados, ap6s perfuséo e fixados em paraformaldeido e
emblocados em parafina. Cortes de 5 um foram corados com hematoxilina-eosina e analisados em microscopio 6ptico de luz. A, B e C: Presenga de hemozoina em células de
Kupffer em animais infectados. D, E e F: Redu¢édo da hemozoina em células de Kupffer em animais infectados e tratados com PTX. Seta: hemozoina + célula de Kupffer.
Aumento: 400x
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Figura 7: Anélise histopatoldgica do pulmé&o. Les6es pulmonares. No sexto dia de infecgdo, os pulmdes foram coletados, apds perfusdo e fixados em paraformaldeido e
emblocados em parafina. Cortes de 5 um foram corados com hematoxilina-eosina e analisados em microscopio éptico de luz. A, B e C: Lesdes pulmonares com desestruturacao
dos alvéolos e edema no interior dos alvéolos de animais infectados. D: Aparente melhora do tecido apés tratamento com PTX, reducdo do muco e espacos alveolares mais
preservados. Seta menor: edema intra-septal. Aumento: 400x
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Figura 8: Anédlise histopatoldgica do pulmé&o. Les6es pulmonares. No sexto dia de infecgdo, os pulmdes foram coletados, apés perfusdo e fixados em paraformaldeido e
emblocados em parafina. Cortes de 5 um foram corados com hematoxilina-eosina e analisados em microscopio optico de luz. A, B e C: Pulm&o normal em animais néo infectados.
D: Extensa congestao vascular em animais infectados. E: Diminuicdo da congestdo em animais infectados e tratados com PTX. F: Edema intra-septal em animais infectados.
Seta menor: Edema intra-septal. Asterisco: observe o menor congestionamento dos vasos em relacéo ao animal ndo tratado com a PTX. Aumento: 400x
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5.1. Cortex Cerebral

Na regido do cértex cerebral as alteragBes relativas ao numero de
neurdnios, presenga de necrose neuronal, congestdo vascular, aderéncia de
eritrocitos e leucdcitos ao endotélio vascular foram analisadas em camundongos
das trés cepas estudadas (CBA, C57BL/6 e BALB/c) infectados ou nao pelo P.
berghei ANKA. Foram analisados 10 campos por preparagao de cada animal
(n=5) em laminas coradas por hematoxilina-eosina (HE), e os parametros
guantificados em objetiva de imersao (1000X).

Para avaliar a influéncia da pentoxifiina sobre as alteracbes
histopatolégicas foram comparados 0s grupos controle, tratado com a
pentoxifilina (PTX), infectado com o Plasmodium berghei ANKA (Pb) e infectado
com o plasmaodio e tratado com pentoxifilina (Pb + PTX) de cada cepa de
camundongo individualmente. Foi também feita a comparagcédo da resposta de

cada grupo entre as trés cepas de camundongos estudadas.

5.1.a. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre o numero total de
neurénios presentes em 10 campos

Nos dois modelos que desenvolvem malaria cerebral, o nimero de
neurénios quantificados em 10 campos no cortex foi diferente apds a infeccao e
o tratamento com a PTX. No modelo C57BL/6, o nimero de neurdnios no cortex
dos animais infectados pelo plasmaodio foi menor do que os dos grupos controle
e tratado com a PTX (p<0,05; Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacao entre os grupos; Pb < C e PTX) (Figura 9A). Para os camundongos
CBA, o numero de neurdnios também foi menor nos animais infectados pelo

plasmaddio. Entretanto, nos animais tratados com a PTX, este nimero foi maior
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do que nos animais infectados e nao tratados (p<0,05; ANOVA seguido pelo
método de Student-Newman-Keuls para comparagdo multipla entre os grupos (C
> Pb, PTX e Pb+PTX; Pb < C, PTX e Pb+PTX) (Figura 9B). N&ao houve diferenca
no namero de neurdnios no cértex nem apos a infecgdo e nem pelo tratamento
no modelo BALB/c, que ndo apresenta o comprometimento cerebral (p>0,05;

ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls) (Figura 9C).
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Figura 9: Nimero total de neur6nios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c nos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX). C57BL/6: Os animais infectados tiveram uma queda no nimero total de neurdnios em comparagéo
com o basal e o tratado (p<0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn). CBA: Os
animais infectados também reduziram o nimero total de neurdnios (p<0,05 ANOVA seguido de Student-
Newman-Keuls). BALB/c: Nao houve alteragdes significativas no nimero total de neurdnios. Os dados estao
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Pela analise comparativa entre os trés modelos, verificamos que no grupo
controle, os camundongos BALB/c apresentavam um numero menor de
neurénios em 10 campos do coOrtex do que os outros dois grupos. Enquanto o
CBA apresentava um numero significantemente maior do que os outros dois
modelos (p<0,05; ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls) (Figura 10A).
Este mesmo perfil foi observado pelos animais tratados com a PTX (p<0,05;
ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls) (Figura 10B). Porém, apos a
infeccdo, os camundongos CBA apresentaram menor numero de neurdnios que
o camundongo BALB/c (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacgao de Dunn) (Figura 10C). Ja nos animais infectados e tratados com
PTX, néo foi observado diferenca entre os grupos (p>0,08, ANOVA seguido do
Student-Newman-Keuls) (Figura 10D).
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Figura 10: Nimero total de neurdnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c nos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX), comparacéo entre todos os grupos. Controle: diferenca entre os trés grupos, CBA possuia mais
neurdnios que os outros 2 modelos (p<0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). PTX: Mantendo
a diferenga do grupo controle, o modelo CBA segue com maior niumero de neurbnios que 0s outros modelos
(p<0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Pb: Diferenga entre os modelos, desta vez o modelo
BALB/c manteve o nimero de neurfnios maior que o CBA (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacgédo de Dunn). Pb + PTX: ndo houve diferenca significativa. Os dados estéo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Em conclusdo, tanto os camundongos CBA quanto os C57BL/6
apresentaram menor nimero de neurdnios apés a infeccado e a PTX aumentou
0 numero de neurdnios em camundongos CBA infectados e tratados. O BALB/c
manteve niveis semelhantes de neurdnios nos quatro grupos. E ao comparar os
grupos das trés linhagens entre si, apés a infeccdo os camundongos CBA
apresentaram menor numero de neurénios do que os BALB/c, que foi o contrario

do observado nos grupos controle e PTX

5.1.b. Avaliacao da influéncia da pentoxifilina sobre a presenca de necrose
neuronal

N&o observamos a presenca de necrose neuronal na regido do cortex nos
grupos controle e PTX. Contudo nos grupos infectados pelo plasmadio (Pb),
observamos presenca de necrose de neurénio em todos os modelos estudados,
inclusive no modelo BALB/c que ndo mostra comprometimento cerebral clinico
(C57BL/6, CBA e BALB/c). Nos animais infectados e tratados com a PTX (Pb +
PTX), as respostas foram diferentes nos trés modelos, enquanto a PTX nao
influenciou expressdo da necrose neuronal no modelo BALB/c, a droga
aumentou a necrose no grupo C57BL/6, enquanto diminuiu a necrose dos

neurénios do cortex no grupo CBA. (Figura 11)
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Figura 11: Numero total de neurbnios com necrose quantificados em 10 campos em camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
tratados (Pb + PTX). C57BL/6: ndo houve diferenga entre as medianas (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do
método de Dunn de comparacdo mdltipla). CBA: apresentou menor niimero de neurbnios em necrose no
grupo Pb + PTX (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). BALB/c: ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos Pb e Pb + PTX (p>0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Quando comparamos a presenca de necrose neuronal no cortex entre os
trés modelos, ndo encontramos neurdnios com necrose nos grupos controle e
nos grupos tratados com PTX nos camundongos C57BL/6, CBA e BALBI/c.
Entretanto, quando avaliamos os animais infectados pelo plasmédio (Pb), a
necrose estava presente de modo semelhante em todos os modelos (Figura
12B), e o tratamento com a PTX, diminuiu a necrose no grupo CBA, mas
aumentou no grupo C57BL/6 e ndo modificou a necrose observada no grupo
BALB/c (p=0,0019, Kruskal-Wallis) (Figura 12A).
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Figura 12: Numero total de necrose neuronal quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA
e BALB/c nos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). Comparagé&o entre os grupos. Pb:
ndo houve diferenca estatistica (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparagédo de Dunn). Pb +
PTX: o animal C57BL/6 apresentou maior necrose neuronal que o animal CBA (p<0,05; Kruskal-Wallis

seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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5.1.c. Influéncia da pentoxifilina sobre a congestao vascular

Observamos que nos camundongos C57BL/6 que nao apresentaram
congestao vascular mesmo apéds infeccéo pelo Plasmodium berghei ANKA, apés
o0 tratamento com a pentoxifiina, embora em valores menores que 0s
camundongos CBA (p=0,01, teste t), 11,7% dos vasos passaram a apresentar
congestdo vascular, que ndo existia nos animais infectados e nao tratados
(Figura 13).
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Figura 13: Numero de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6 e
CBA do grupo infectados tratados (Pb + PTX). C57BL/6: apresentou congestdo apds o tratamento com a
PTX (p= 0,0122; teste t). CBA: Apresentou diferenga estatistica onde Pb > Pb + PTX, (p=0,0122; teste t).
Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em conclusédo, apenas o modelo de maléria cerebral CBA apresentou
congestdo vascular, e o tratamento com a PTX foi capaz de diminuir esta
congestdo. Enquanto o modelo C57BL/6 né&o apresentou congestdo vascular
apos a infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA, mas congestdo vascular foi
evidenciada ap6s o tratamento com a PTX. Nos camundongos BALB/c, ndo
houve congestédo vascular nos grupos estudados. Portanto, a PTX melhorou a
congestdo vascular no modelo CBA, mas desenvolveu congestdo, que néo

estava presente, no modelo C57BL/6;
5.1.d. Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de leucocitos

Nao foi observada aderéncia de leucécitos nos vasos do cortex nos

grupos controle e PTX, nos trés modelos.
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Apos a infeccao pelo plasmaodio, observou-se aderéncia de leucdcitos aos
vasos do cortex nos modelos CBA e BALB/c (p<0,05, Kruskal-Wallis seguido do
método de comparacdo de Dunn), (Figura 14B e 14C). Entretanto, apds o
tratamento com a PTX, observou-se que a droga diminuiu a aderéncia dos
leucécitos nos camundongos BALB/c (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método
de comparacao de Dunn) (Figura 14C), mas induziu a aderéncia dos leucécitos
no cortex no grupo C57BL/6 (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacao de Dunn) (Figura 14A).
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Figura 14: Namero total de leucécitos aderidos nos vasos do coértex cerebral quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados
(Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). C57BL/6: Apresentou congestdo vascular apds o tratamento com
PTX (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). CBA: ndo houve diferenca
estatistica entre os dois grupos (Pb vs Pb + PTX) (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacdo de Dunn). BALB/c: Apresentou menor congestao vascular apds o tratamento com PTX
(p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparagéo de Dunn). Os dados estao representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em concluséo, apos a infeccdo pelo plasmdédio, os camundongos CBA e
BALB/c apresentaram aderéncia de leucocitos ao endotélio vascular. Apos o

tratamento dos animais infectados com a PTX, houve menor aderéncia de
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leucdcitos ao endotélio no grupo BALB/c, porém a droga provocou a aderéncia
nos animais C57BL/6, que n&o apresentavam este fendbmeno previamente, e ndo

influenciou a aderéncia dos leucécitos nos camundongos CBA.

5.1.e. Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrocitos ao
endotélio do cortex cerebral

N&o houve aderéncia de eritrocitos ao endotélio do cortex cerebral nos
grupos controle e PTX para todos os modelos estudados. Também ndo houve
aderéncia de eritrocitos ao endotélio nos vasos do cortex para nenhum dos
grupos dos camundongos BALB/c. No entanto, apds a infeccéo pelo plasmadio,
tanto os camundongos CBA (p=0,0018, Kruskal-Wallis) quanto C57BL/6
(p=0,0124, Kruskal-Wallis) apresentaram aderéncia de eritrocitos ao endotélio
vascular do cortex cerebral. O tratamento dos animais infectados com a PTX
diminuiu a aderéncia dos eritrocitos no modelo C57BL/6 (p<0,05; Kruskal-Wallis

seguido do método de comparacgéo de Dunn) (Figura 15A).
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Figura 15: Namero total de eritrécitos aderidos nos vasos do cortex cerebral quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e
infectados tratados (Pb + PTX). C57bl/6: os animais apresentaram aderéncia somente no grupo Pb. CBA:
N&o houve diferenca significativa entre o grupo infectado e infectado e tratado (p>0,05; Kruskal-Wallis
seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Quando comparamos a aderéncia de eritrécitos ao endotélio do cortex
cerebral entre os trés modelos estudados, verificamos que a infeccdo pelo
plasmodio aumentou a aderéncia dos eritrocitos nos modelos CBA e C57BL/6
(p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn) e que o
tratamento com a PTX foi capaz de diminuir a aderéncia nos camundongos
C57BL/6, mas ndo nos animais CBA (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método

de comparacao de Dunn) (Figura 16B).
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Figura 16: Numero total de eritrécitos aderidos nos vasos do cortex cerebral quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).
Comparacgdo entre grupos. Pb: Houve diferenga significativa entre os modelos, onde a aderéncia de
hemécias foi menor no C57BL/6 que no CBA (p=0,01 teste t). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em conclusédo, tanto nos camundongos CBA quanto C57BL/6 houve
aderéncia de eritrécitos ao endotélio do cértex cerebral pela infeccdo com o
Plasmodium berghei ANKA e a PTX foi capaz de diminuir a aderéncia destas

células ao endotélio vascular no modelo C57BL/6.

5.2 Hipocampo

Na regido do hipocampo as alteragdes relativas ao numero de neurdnios,
presenca de necrose neuronal, congestao vascular, aderéncia de eritrocitos e
leucdcitos foram analisadas em camundongos das trés cepas estudadas (CBA,
C57BL/6 e BALB/c) infectados ou nao pelo P. berghei ANKA. Foram analisados

10 campos por preparacdo de cada animal (n=5) em laminas coradas por
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hematoxilina-eosina (HE), e os parametros quantificados em objetiva de imersao
(1000x)

5.2.a. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre o numero total de

neurdnios presentes em 10 campos

Nos animais que desenvolvem malaria cerebral, os resultados foram
semelhantes aos observados no coértex cerebral. Os animais C57BL/6 infectados
apresentaram um menor numero de neurénios (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido
do método de comparacgéo de Dunn; Pb < Controle e PTX) (Figura 17A). Para 0s
modelos CBA também houve uma queda no numero total de neurénios nos
animais infectados e infectados e tratados (p<0,05; ANOVA seguido Student-
Newman-Keuls; C> PTX, Pb e Pb + PTX; Pb <PTX, Controle e Pb + PTX) (Figura
17B). Nao observamos diferencas no ndmero total de neurénios nos animais
BALB/c (p>0,05; ANOVA seguido Student-Newman-Keuls) (Figura 17C).
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Figura 17: Namero total de neurfnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX). C57BL/6: apresentaram um ndmero total de neurdnios menor quando infectados (p<0,05; Kruskal-
Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn; Pb < Controle e PTX). CBA: Os animais CBA
apresentaram nimero menor de neurdnios nos grupos infectados (p<0,05; ANOVA seguido Student-
Newman-Keuls; C> PTX, Pb e Pb + PTX; Pb < PTX, Controle e Pb + PTX). BALB/c: ndo apresentou
diferencas significativas. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.
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Ao comparar os trés modelos, observamos que no nivel basal, nos
animais controle antes da infeccdo ou tratamento, os animais BALB/c
apresentaram numero menor de neurdnios que os outros dois modelos,
engquanto o maior numero foi observado nos camundongos C57BL/6 (p<0,05;
ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls) (Figura 18A). Este perfil foi mantido
apos administracdo da PTX (p<0,05; ANOVA seguido do Student-Newman-
Keuls) (Figura 18B). Nos animais infectados pelo plasmdédio, observamos menor
namero de neurdnios nos animais CBA ao comparar com os animais C57BL/6
(C57BL/6 > CBA) (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacéo de
Dunn) (Figura 18C). No entanto ndo observamos diferenca entre os 3 modelos
guando administrada a droga aos animais infectados (p>0,05; ANOVA seguido
do Student-Newman-Keuls) (Figura 18D).
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Figura 18: NUmero total de neurdnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX). Comparagéo entre grupos. Controle: animais C57BL/6 apresentaram maior nimero de neurdnios que
o0s outros dois modelos (p<0,05 ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls). PTX: C57BL/6 mantiveram o
ndamero maior de neurdnios (p<0,05 ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls). Pb: os animais CBA
apresentaram diferenga no numero total de neurbnios dos C57BL/6 (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do
método de comparacdo de Dunn). Pb + PTX: ndo tiveram diferengas significativas. Os dados estéo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Em conclusao, nos animais CBA e C57BL/6, a infeccédo pelo plasmadio
determinou um menor numero total de neurdnios, do que nos animais BALB/c
(que nédo desenvolvem malaria cerebral), e que mantiveram um ndamero
semelhante de neurdnios totais mesmo apods a infec¢cdo. Ao comparar 0s grupos
entre si das trés linhagens, no grupo Pb, os camundongos C57BL/6
apresentaram maior numero de neurénios que o CBA, e maior que o BALB/c nos
grupos controle e PTX.

5.2.b. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre a necrose neuronal
N&o observamos necrose neuronal quando analisamos o hipocampo dos
cortes cerebrais nos trés modelos estudados quando ndo infectados. Porém
observamos que os trés modelos apresentaram necrose neuronal, mesmo o
animal BALB/c que ndo demonstra sinais clinicos de malaria cerebral apds a

infeccdo. A droga ndo modificou a necrose neuronal nos animais (Figura 19).
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Figura 19: Namero de neurdnios com necrose no hipocampo quantificados em 10 campos em camundongos
C57BL/6, CBA e BALBI/c controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados
(Pb + PTX). Controles e PTX ndo apresentaram necroses neuronais, tampouco houve diferenca significativa
entre os outros grupos nos dois modelos (CBA e BALB/c) (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de

comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.
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Ao comparar o numero de neurdnios apresentando necrose no hipocampo
entre os trés modelos, observamos que o niumero de neurbnios apresentando
necrose foi semelhante nos animais infectados (Pb) (Figura 20A). J& apds o
tratamento com a PTX dos animais infectados (Pb + PTX), observarmos que foi
menor o numero de neurdnios com necrose no CBA, entretanto, foi maior no
C57BL/6, e os camundongos C57BL/6 apresentaram um namero maior de
neurdnios com necrose do que os animais CBA (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido
do método de comparacédo de Dunn) (Figura 20B).
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Figura 20: NUumero de neur6nios com necrose quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6,
CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). Comparagao entre grupos. Pb:
nao houve diferenca estatistica (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparacédo de Dunn). Pb +
PTX: Os animais C57BL/6 apresentaram um numero maior de necrose neuronal que o CBA (p<0,05;
Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Concluimos que a PTX nao influenciou o nimero de neurénios com
necrose, e aumentou significantemente este efeito necrético nos animais
C57BL/6.

5.3.c. Influéncia da pentoxifilina sobre a congestao vascular

Os animais BALB/c e C57BL/6 ndo apresentaram congestao vascular em
nenhum dos grupos analisados, porém os animais CBA apresentaram alguns
vasos congestos nos grupos Pb (12,55% de congestédo vascular) e Pb + PTX
(22,51% de congestao vascular) (p = 0,0020; Kruskal-Wallis), porém néo houve

diferenca entre os grupos (p>0,05 método de comparacao de Dunn) (Figura 21).
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Figura 21: Namero de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos CBA controle,
tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). CBA: ndo houve
diferenca significativa (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacao de Dunn). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que n&o houve influéncia da PTX na congestdo vascular, e

gue os animais BALB/c e C57BL/6 ndo apresentaram congestdo no hipocampo.

5.4.d. Influéncia da pentoxifilina na aderéncia de leucécitos ao endotélio
vascular naregido do hipocampo

N&o observamos aderéncias de leucocitos na area do hipocampo nos
grupos controle e PTX dos trés modelos estudados.

Apbs a infeccao pelo plasmaédio, observou-se aderéncia de leucécitos nos

vasos do hipocampo em todos os trés modelos. O modelo BALB/c o niumero total
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de leucécitos aderidos ao endotélio vascular foi menor nesta regido do cérebro
(p<0,0124; Kruskal-Wallis seguido do método de compara¢édo de Dunn) (Figura
22).
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Figura 22: Numero de leucécitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados
(Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). C57BL/6: ndo houve relevancia estatistica entre os grupos infectados
(p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn). CBA: também ndo apresentou
relevancia estatistica. BALB/c: apresentou aderéncia somente no grupo Pb, e ap6s administracéo da droga
0 nimero de aderéncia leucocitaria foi menor (p<0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparagéo de
Dunn). Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.
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Comparando os trés modelos, observamos que nao houve diferenca
estatistica no grupo Pb entre os trés modelos (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do
método de comparacdo de Dunn) (Figura 23A). Apos o tratamento com a PTX,
nao foram mais observados leucdcitos aderidos ao endotélio no modelo BALB/c,
mas o tratamento com a droga néo alterou a aderéncia de leucdcitos ao endotélio
Nnos outros grupos, que mostraram valores semelhantes (p = 0,5275 teste t)
(Figura 23B).
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Figura 23: Numero de leucécitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX).
Comparagdo entre grupos. Pb: ndo houve diferenca estatistica. Pb + PTX: Houve semelhan¢a em ambos
os grupos (p = 0,052 teste t). Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.
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Concluimos que a PTX mostrou uma tendéncia biologica para reduzir o
namero de leucdcitos aderidos ao endotélio vascular no hipocampo nos trés
modelos estudados (C57BL/6, CBA e BALB/c). Os animais CBA foram os que
apresentaram o maior numero de leucocitos aderidos ao endotélio dos vasos no

hipocampo.

5.2.e. Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrocitos ao
endotélio vascular no hipocampo

Os camundongos C57BL/6 ndo apresentaram aderéncia de eritrocitos em
nenhum dos grupos estudados. Os camundongos CBA e BALB/c dos grupos néo
infectados (controle e PTX) também ndo apresentaram aderéncia de eritrocitos
ao endotélio vascular no hipocampo.

ApoOs a infeccdo, os animais CBA (p = 0,0018; Kruskal-Wallis) e BALB/c
(p = 0,0124; Kruskal-Wallis) apresentaram eritrocitos aderidos ao endotélio e o
BALB/c apresentou um numero menor de eritrécitos aderidos apos
administracdo da PTX (Figura 24B).
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Figura 24: Numero de eritrocitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados
(Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). CBA: ndo houve diferenca significativa (p>0,05; Kruskal-Wallis
seguido do método de comparagao de Dunn). BALB/c: apresentou aderéncia somente no grupo Pb, e apés
administracdo da droga o numero de aderéncia eritrocitaria foi menor (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do
método de comparagédo de Dunn). Os dados estédo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Comparando os trés modelos em relacdo ao grupo infectado pelo
plasmddio (Pb), tantos os animais CBA quanto os BALB/c apresentaram namero
de eritrocitos aderidos semelhantes (p = 0,4033; teste t) (Figura 25).
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Figura 25: Nimero de eritrocitos aderidos nos vasos do hipocampo quantificados em 10 campos em
camundongos CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb). Comparacgédo entre grupos. Nao houve diferenca
significativa entre os dois grupos (p = 0,40 teste t). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em conclusdo, observamos que os animais CBA apresentaram maior
namero de eritrécitos aderidos ao endotélio vascular no hipocampo no grupo
infectado e que a PTX aboliu o numero de eritrécitos aderidos ao endotélio

vascular no modelo BALB/c.

5.3 Nucleos da Base

Na regido dos Nucleos da Base as alteracfes relativas ao numero de
neurdnios, presenca de necrose neuronal, congestdo vascular, aderéncia de
eritrécitos e leucdcitos foram analisadas em camundongos das trés cepas
estudadas (CBA, C57BL/6 e BALB/c) infectados ou n&o pelo P. berghei ANKA.
Foram analisados 10 campos por preparacdo de cada animal (n=5) em laminas
coradas por hematoxilina-eosina (HE), e os parametros quantificados em
objetiva de imerséo (1000x)

5.3.a. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre o namero total de
neurénios presentes em 10 campos

Observamos que o numero total de neurbnios na regidao dos nucleos da
base foi menor nos animais infectados pelo plasmdédio em todos os trés modelos.
O numero total de neurdnios foi significantemente menor nos camundongos

C57BL/6 infectados pelo plasmédio (Pb e Pb + PTX) comparados com 0s grupos
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controle e PTX. Resposta semelhante foi observada nos modelos CBA (p<0,05;
ANOVA seguido Student-Newman-Keuls; Pb < C, PTX e Pb + PTX; Pb + PTX <
C e PTX) (Figura 26B) e BALB/c (p<0,05; ANOVA seguido Student-Newman-
Keuls; Pb < C, PTX e Pb + PTX; Pb + PTX < C e PTX). Entretanto, nestes dois
modelos, o tratamento com a PTX dos animais infectados foi aparentemente
protetor quanto a destruicdo dos neurdnios pela infec¢cao, pois em ambos, 0
namero total de neurénios foi maior nos animais tratados (Pb+PTX) do que nos
infectados (Pb). (Figura 26C).
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Figura 26: Numero total de neurfnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX). Os animais C57BL/6 demonstraram uma queda significativa no nimero total de neurénios nos grupos
infectados (Pb) comparados com o nivel basal (Controle) e tratado e infectado e tratado (Pb + PTX) (p<0,05;
ANOVA seguido Student-Newman-Keuls). No modelo CBA nota-se semelhangas com os resultados
observados no C57BL/6, de forma que houve efeito semelhante da droga nos camundongos infectados
(p<0,05; ANOVA seguido Student-Newman-Keuls; Pb < C, PTX e Pb + PTX; Pb + PTX < C e PTX). No
modelo BALB/c também houve aspectos semelhantes aos outros dois modelos (p<0,05; ANOVA seguido
Student-Newman-Keuls; Pb < C, PTX e Pb + PTX; Pb + PTX < C e PTX). Os dados estéo representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Ao comparar os modelos, observamos que o0 grupo controle dos
camundongos C57BL/6 apresentou menor numero de neurdnios comparados
aos outros dois modelos (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls)
(Figura 27A) e que a mesma diferenca foi observada no grupo tratado com
pentoxifilina (Figura 27B). Porém ndo observamos diferencas significativas ao

comparar os trés modelos para os grupos infectados e infectados e tratados.
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Figura 27: Namero total de neurfnios quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6, CBA e
BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb +
PTX). Comparacgéo entre os grupos. Controle: diferenca no nimero total de neurbnios dos camundongos
C57BL/6. PTX: a droga néo influenciou no numero total. Pb e Pb + PTX: ndo houve diferencas estatisticas.
Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em concluséo observamos que o numero total de neurdnios foi diferente
entre os trés modelos no nivel basal (Controle). Os animais ndo apresentaram
diferencas significativas no numero total de neurdnios nos grupos infectados (Pb
e Pb + PTX).

5.3.b. Avaliacéo da influéncia da pentoxifilina sobre a necrose neuronal

Todos os trés modelos estudados apresentaram necrose neuronal

quando infectados pelo plasmodio, mas somente nos animais C57BL/6 a
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presenca de neurbnios com necrose persistiu apds o tratamento com a PTX. Nos
camundongos CBA e BALB/c, a PTX aboliu a necrose neuronal, qgue ndo foram
mais observadas nos grupos Pb+PTX (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do

meétodo de comparacdo de Dunn) (Figura 28A).
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Figura 28: Numero total de neurbnios com necrose quantificados em 10 campos em camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
tratados (Pb + PTX). C57BL/6: ndo houve diferenca significativa entre os grupos Pb vs Pb + PTX (p>0,05;
Kruskal-Wallis seguido do método de comparacéao de Dunn). CBA e BALB/c: notou-se que a droga aboliu
a necrose neuronal nos infectados e tratados (p<0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparacao de

Dunn). Os dados estao representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.
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Ao realizarmos a comparacao entre os trés modelos no grupo Pb, néo
observamos diferencgas estatisticas (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido do método
de comparacdo de Dunn) (Figura 29).
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Figura 29: Numero total de neurdnios com necrose contados em 10 campos em camundongos C57BL/6,
CBA e BALB/c infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). Comparacgéo entre grupos. Pb: N&o houve
diferencgas significantes (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que a droga foi aparentemente efetiva na protecdo contra
necrose neuronal nos ndcleos da base para os camundongos CBA e BALBI/c,

porém, ndo teve influéncia nos camundongos C57BL/6.

5.3.c. Influéncia da pentoxifilina sobre a congestéo vascular

Nos animais C57BL/6 ndo observamos congestdo vascular em nenhum
dos quatro grupos estudados.

Os animais BALB/c apresentaram congestao vascular (7,64%) apenas no
grupo infectado com o plasmédio (Pb) (p=0,0124; Kruskal-Wallis seguido do
meétodo de comparacédo de Dunn) (Figura 30A), contudo o modelo CBA infectado
pelo plasmddio continuou apresentando congestdo vascular mesmo apos o
tratamento com a PTX (Pb - 24,32%; Pb + PTX - 11,05%), e ndo houve diferenca
estatistica quando comparamos estes dois grupos (p>0,05; Kruskal-Wallis

seguido do método de comparacdo de Dunn) (Figura 30B).
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Figura 30: Numero total de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos CBA e
BALB/c controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados tratados (Pb + PTX). CBA:
nota-se que ndo houve diferengas significativas entre os dois grupos (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do
método de comparacdo de Dunn). BALB/c: Houve um aparente efeito benéfico da droga nos animais
infectados e tratados (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparagéo de Dunn). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao comparar os grupos infectados pelo plasmaodio (Pb) dos modelos CBA
e BALB/c, observamos que os camundongos BALB/c apresentaram menor

congestédo vascular gue os animais CBA (p=0,0043 teste t) (Figura 31).
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Figura 31: Numero total de vasos congestionados quantificados em 10 campos em camundongos C57BL/6,
CBA infectados (Pb). Comparacéao entre grupos. Pb: houve diferenca no nimero de vasos congestionados,
onde o CBA apresentou maior congestdo (p=0,0043 teste t). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que os animais BALB/c apresentaram menor congestdo
vascular apés administracdo da PTX no grupo infectado e tratado, e que néo

houve efeito significativo no modelo CBA.

5.3.d. Influéncia da pentoxifilina na aderéncia de leucoécitos ao endotélio

vascular dos nilcleos da base

Os animais BALB/c nédo apresentaram aderéncia ao endotélio dos vasos
nos quatro grupos estudados, o modelo C57BL/6 apresentou leucdcitos aderidos
apenas no grupo infectado (Pb), enquanto o grupo Pb+PTX ndo mostrou
aderéncia, sugerindo um efeito de menor aderéncia de leucécitos apos a
administracdo da PTX neste modelo (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido pelo
método de comparacdo de Dunn) (Figura 32A). Ja o0 modelo CBA apresentou
adesdao de leucécitos em ambos os grupos infectados (Pb e Pb + PTX), porém,
nao apresentou relevancia estatistica (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método
de comparacao de Dunn). (Figura 32B)
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Figura 32: Numero total de leucdcitos aderidos nos vasos dos nucleos da base quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e
infectados tratados (Pb + PTX). C57BL/6: diferenga entre o grupo Pb e o Pb + PTX que ndo apresentou
aderéncia leucocitaria (p<0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparacédo de Dunn). CBA: ndo
houve diferenca estatistica. Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.

Ja ao comparar os animais C57BL/6 e CBA do grupo infectado pelo
plasmadio (Pb), os animais CBA mostraram uma tendéncia para apresentar uma
maior aderéncia de leucécitos que os animais C57BL/6 (p=0,0818 teste t) (Figura
33).
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Figura 33: Numero total de leucdcitos aderidos nos vasos dos nucleos da base quantificados em 10 campos
em camundongos C57BL/6, CBA dos grupos infectados (Pb). Comparacéo entre grupos. Pb: N&o houve
diferenca significativa entre os modelos (p>0,05 ANOVA seguido do Student Newman-Keuls). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que os camundongos C57BL/6 apresentaram uma menor
aderéncia de leucdcitos nos vasos dos nucleos da base ap6s administracdo da
droga PTX no grupo infectado e tratado, porém, este mesmo efeito néo foi tdo

evidente no modelo CBA.

5.3.e. Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrécitos ao
endotélio vascular dos nucleos da base

Nao houve aderéncia de eritrécitos ao endotélio dos vasos dos nucleos
da base em nenhum dos grupos nos animais C57BL/6, tampouco nos grupos
controle e PTX dos outros modelos. Nos camundongos CBA e BALB/c infectados
pelo plasmadio observamos aderéncia de eritrocitos ao endotélio, e o tratamento
com a PTX (Pb + PTX) diminuiu significantemente a aderéncia somente nos
animais BALB/c. (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparagéo de
Dunn) (Figura 34A). Para o modelo CBA a diminuicdo observada nao teve
significAncia estatistica (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de

comparacao de Dunn) (Figura 34B).

63



A CBA

40-
8
°9 __
w ©
& 2 304
O ®
‘@ O
2 ,
0 i
S8 2 |
DT &
o
23
C 0 _
W
S ¢
<
Controle PTX Pb Pb + PTX
B Balb
40-
8
=&
89 30
QO (@
® O
E o
g8
S 20
ko] cC
o
s 3
88 1 p<0.05
20 —
<
c L] T T T
Controle PTX Pb Pb + PTX

Figura 34: Namero total de eritrcitos aderidos aos vasos dos nulcleos da base quantificados em 10 campos
em camundongos CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e
infectados tratados (Pb + PTX). CBA: ndo houve relevancia estatistica (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do
método de comparacdo de Dunn). BALB/c: apresentou menor nimero de adesdo eritrocitaria apds
administracdo da PTX (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Quando comparamos a aderéncia de eritrécitos entre dois grupos
infectados pelo plasmédio (Pb) nos dois modelos CBA e BALB/c, os
camundongos BALB/c apresentaram menor aderéncia de eritrocitos que os CBA
(p<0,001; teste t) (Figura 35).
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Figura 35: Namero total de eritrcitos aderidos aos vasos dos nicleos da base quantificados em 10 campos
em camundongos CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e
infectados tratados (Pb + PTX). Comparagéo entre os grupos. Pb: Houve diferenga significativa entre os
modelos, onde o CBA apresentou maior nimero de ades&o eritrocitaria que o modelo BALB/c (p<0,0001
teste t). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Concluimos que os animais C57BL/6 ndo apresentaram adesdo de
eritrocitos ao endotélio nos vasos dos ndcleos da base, e que a pentoxifilina
aparentemente diminuiu a adeséao eritrocitaria nos animais BALB/c, porém néo

foi observado o mesmo efeito de modo significativo no modelo CBA.

5.4 Cerebelo

No cerebelo as alteracdes relativas ao numero de neurénios, presenca de
necrose neuronal, congestdo vascular, aderéncia de eritrécitos e leucdcitos
foram analisadas em camundongos das trés cepas estudadas (CBA, C57BL/6 e
BALB/c) infectados ou ndo pelo P. berghei ANKA. Foram analisados 10 campos
por preparacdo de cada animal (n=5) em laminas coradas por hematoxilina-

eosina (HE), e os parametros quantificados em objetiva de imerséo (1000x)

5.4.a. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre o numero total de

neurénios presentes em 10 campos

Em relagdo ao numero total de neurdnios quantificados em 10 campos no
cerebelo observamos um menor nimero de neurbnios nos camundongos

C57BL/6 e CBA infectados pelo plasmdédio do que no grupo controle, enquanto
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nao houve diferenca para o modelo BALB/c (p<0,05; ANOVA seguido do teste
de Student-Newman-Keuls) (Figura 36).

O tratamento com a PTX foi aparentemente capaz de proteger 0s
neurénios dos camundongos C57BL/6, mas ndo dos CBA. Observamos um
maior numero de neurdnios apoés tratamento com a PTX no grupo C57BL/6
(p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls) (Figura 36A), o que ndo
foi observado para os camundongos CBA (p > 0,05; ANOVA seguido do teste de
Student-Newman-Keuls) (Figura 36B). N&o houve modificacdo no numero de

neurdnios nos animais BALB/c apds a infeccéo.
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Figura 36: Numero total de neurdnios quantificados em 10 campos no cerebelo em camundongos C57BL/6,
CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados
com PTX (Pb + PTX). C57BL/6: Apresentaram diferencas significativas no total de neurdnios ao comparar
todos os grupos (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). CBA: 0s grupos controle e tratado
apresentaram maior numero de neurdnios que os grupos infectados (p<0,05; ANOVA seguido de Student-
Newman-Keuls). BALB/c: O grupo tratado com pentoxifilina apresentou o maior nimero de neurdnios
comparando com os outros grupos (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Ao compararmos os trés modelos para cada grupo, observamos que no
nivel basal, o modelo CBA apresentou o maior numero de neurénios comparado
aos outros dois modelos (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls)
(Figura 37A). Este perfil foi mantido no grupo tratado com PTX (p<0,05; ANOVA
seguido de Student-Newman-Keuls) (Figura 37B). No grupo infectado pelo
plasmadio (Pb), observamos que o C57BL/6 estava com 0 menor numero total
de neurdnios em comparagdo com 0s outros dois modelos (p<0,05; ANOVA
seguido de Student-Newman-Keuls) (Figura 37C). No grupo infectado e tratado
com PTX, ndo foram observadas quaisquer alteracdes significativas (p>0,05;
ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls) (Figura 37D).
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Figura 37: Numero total de neurdnios quantificados em 10 campos no cerebelo em camundongos C57BL/6,
CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados
com PTX (Pb + PTX). Comparacgéo entre os grupos. Controle: Os animais CBA apresentaram um namero
significantemente maior do que os outros dois modelos (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-
Keuls). PTX: Os animais CBA mantiveram os padrdes observados no grupo controle (p<0,05; ANOVA
seguido de Student-Newman-Keuls). Pb: Neste grupo, o modelo C57BL/6 apresentou menor nimero total
de neurdnios em comparag¢do com os outros dois modelos (p<0,05 ANOVA seguido do Student-Newman-
Keuls). Pb + PTX: N&ao houve diferenca significante (p>0,05 ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls).
Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Em concluséo, nos animais CBA e C57BL/6 infectados pelo plasmadio
observamos um menor numero total de neurénios do que nos animais BALB/c
(que ndo desenvolvem maléria cerebral), e esses animais mantiveram um
namero semelhante de neurdnios totais mesmo apos a infeccdo. Os animais

CBA apresentaram maior niumero de neurdnios ao administrar a PTX.

5.4.b. Avaliacao da influéncia da pentoxifilina sobre a necrose neuronal no
cerebelo

Os animais BALB/c n&o apresentaram quaisquer sinais de necrose
neuronal no cerebelo em nenhum dos grupos estudados, tampouco houve
alteracdo nos grupos controle e PTX dos outros dois modelos (C57BL/6 e CBA).
Ambos os modelos C57BL/6 e CBA apresentaram necrose neuronal quando
infectados pelo plasmaddio, porém, ndo houve diferenca estatistica em relacao
ao grupo tratado com PTX (Pb+PTX) (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método
de comparacao de Dunn) (Figura 38).
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Figura 38: Numero total de neurdnios apresentando necrose, quantificados em 10 campos no cerebelo em
camundongos C57BL/6, CBA dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e
infectados e tratados com PTX (Pb + PTX). C57BL/6 e CBA: Apresentaram necrose neuronal, porém, nao
apresentaram diferencas estatisticas ao comparar os grupos (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.

Ao comparar os grupos infectados e infectados e tratados (Pb e Pb +
PTX), observamos que o modelo CBA apresentou um maior namero de
neurdnios com necrose que 0 C57BL/6 (p=0,013 teste t) (Figura 39A). Nao houve
relevancia estatistica ao comparar os modelos no grupo Pb + PTX (p=0,1216
teste t) (Figura 39B).
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Figura 39: Numero total de neurénios apresentando necrose quantificados em 10 campos no cerebelo em
camundongos C57BL/6, CBA dos infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX). Comparacdo
entre grupos. Pb: Os animais CBA apresentaram maior nimero de neurdnios com necrose do que 0s
C57BL/6 (p=0,013 teste t). Pb + PTX: ndo apresentou relevancia estatistica (p= 0,1216 teste t). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que os animais CBA apresentaram maior numero de
neurdnios com necrose que o modelo C57BL/6, e que o animal BALB/c nao
apresentou necrose neuronal no cerebelo. A PTX néo influenciou na presenca

de necrose neuronal.

5.4.c. Influéncia da pentoxifilina sobre a congestéo vascular no cerebelo
N&o observamos congestao vascular nos grupos néo infectados dos trés

modelos (controle e PTX). Os animais BALB/c apresentaram congestao vascular

somente no grupo infectado e tratado com PTX (p = 0,0124; Kruskal-Wallis)

(Figura 40C), enquanto que os animais CBA e C57BL/6 apresentaram em ambos
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0s grupos infectados, porém, sem diferencas estatisticas entre eles (p>0,05;

Kruskal-Wallis seguido do método de comparacéo de Dunn) (Figura 40).
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Figura 40: Numero total de vasos apresentando congestdo vascular, quantificados em 10 campos no
cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX),
infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX). C57BL/6 e CBA: Ambos o0s grupos estavam
com vasos congestionados, porém, ndo apresentaram diferencas significantes (p>0,05; Kruskal-Wallis
seguido do método de comparacdo de Dunn). BALB/c: apresentou congestdo nos animais infectados e
tratados com a PTX (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao comparar os grupos infectados (Pb e Pb + PTX), ndo observamos

diferencas estatisticas no grupo Pb (p = 0,0643 teste t) (Figura 41A), tampouco
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no grupo infectado e tratado (p>0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-
Keuls) (Figura 41B).
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Figura 41: Numero total de vasos apresentando congestdo vascular, quantificados em 10 campos no
cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados
com PTX (Pb + PTX). Comparacao entre os grupos. Pb: ndo houve diferenca significativa (p=0,06 teste t).
Pb + PTX: ndo houve relevancia estatistica (p>0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em conclusao, observamos que a PTX influenciou na congestéo vascular

nos animais BALB/c, e ndo influenciou em nada nos outros dois modelos.

5.4.d. Influéncia da pentoxifilina na aderéncia de leucdcitos ao endotélio
vascular do cerebelo

Observamos que os animais BALB/c n&o apresentaram quaisquer sinais
de aderéncia de leucdcitos ao endotélio vascular em todos os grupos analisados,
tampouco houve alteracdo nos grupos controle e PTX dos outros dois modelos.

O modelo C57BL/6 apresentou aderéncia em ambos os grupos infectados (Pb e
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Pb + PTX), porém, ao compararmos estes grupos, ndo houve diferenca
estatistica entre eles (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacgao
de Dunn) (Figura 42A). O mesmo foi observado nos animais CBA (p>0,05;

Kruskal-Wallis seguido do método de comparacéao de Dunn) (Figura 42B).
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Figura 42: Numero total de leucdcitos aderidos ao endotélio dos vasos do cerebelo, quantificados em 10
campos no cerebelo, em camundongos C57BL/6, CBA e dos grupos controle, tratados com pentoxifilina
(PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX). C57BL/6: Nao apresentou diferenca
significativa na comparacéo entre grupos para os animais infectados (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do
método de comparacdo de Dunn). CBA: Nao apresentou diferenga estatistica na comparacdo entre os
grupos infectados (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Observamos que ao comparar os grupos infectados pelo plasmaodio (Pb e
Pb + PTX) nos animais C57BL/6 e CBA, ndao houve quaisquer diferencas entre
0S grupos nos animais C57BL/6 (p= 0,2763 teste t), tampouco para os CBA
(p=0,1161 teste de Mann Whitney) (Figura 43).
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Figura 43: Numero total de leucdcitos aderidos ao endotélio dos vasos do cerebelo, quantificados em 10
campos no cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados
com PTX (Pb + PTX). Comparagédo entre grupos. Pb: Nao houve alteragdo significativa (p=0,2763 teste t).
CBA: Nao houve diferenca estatistica (p=0,1161 teste de Mann Whitney). Os dados estao representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que ambos os modelos que desenvolvem malaria cerebral
(CBA e C57BL/6) apresentaram adesédo de leucécitos no cerebelo, entretanto,
nao observamos influéncia da PTX sobre a aderéncia. O modelo BALB/c nao

apresentou aderéncia leucocitaria (Figura 42).

5.4.e. Influéncia da pentoxifilina sobre a aderéncia de eritrocitos ao
endotélio vascular do cerebelo

Nenhum dos grupos nao infectados (controle e PTX) apresentou
aderéncia de eritrocitos ao endotélio dos vasos no cerebelo. Para os grupos
infectados pelo plasmodio (Pb), observamos que apenas os animais CBA
apresentaram adesdo de eritrocitos ao endotélio dos vasos, entretanto, néo
observamos efeitos da PTX sobre a aderéncia (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido
do método de comparacdo de Dunn) (Figura 44B). Entretanto, observamos que
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apos o tratamento com a pentoxifilina dos animais infectados dos modelos
BALB/c e C57BL/6 apareceu aderéncia dos eritrocitos ao endotélio dos vasos,
gue nao estava presente nos animais infectados sem o tratamento com a PTX
(p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn) (Figura
44A e 44C).
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Figura 44: Numero total de eritrécitos aderidos ao endotélio dos vasos do cerebelo, quantificados em 10
campos no cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com
pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb + PTX). C57BL/6: Apresentou
aderéncia apo6s o tratamento com a PTX no grupo infectado (p = 0,0124; Kruskal-Wallis). CBA: Apresentou
aderéncia em ambos os grupos infectados, porém, sem significAncia estatistica ao compararmos Pb vs Pb
+ PTX (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido método de comparagéo de Dunn). BALB/c: Apresentou aderéncia
ap6s administragdo da PTX, semelhante ao C57BL/6 (p = 0,0124; Kruskal-Wallis). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Observamos que ao comparar os trés modelos do grupo Pb + PTX, néo
houve qualquer diferenca estatistica (p=0,2392 Kruskal-Wallis seguido do
método de comparacédo de Dunn). (Figura 45)
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Figura 45: Numero total de eritrocitos aderidos ao endotélio vascular, quantificados em 10 campos no
cerebelo em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados e tratados com PTX (Pb + PTX).
Comparagéo entre grupos. Pb + PTX: ndo houve diferen¢a estatistica na comparag&o entre os trés modelos
(p=0,2392 Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em conclusao, observamos que a PTX aumentou a adesao de eritrcitos
no cerebelo, para os modelos BALB/c e C57BL/6, e que a PTX ndo modificou a
aderéncia dos eritrocitos ao endotélio nos animais CBA.

5.5 Figado

No figado as alteracdes (aspectos gerais dos hepatdcitos, aderéncia de
hemacias e leucdcitos nos vasos do espaco porta e sinusoides e infiltrados
celulares) foram analisadas em camundongos das trés cepas estudadas (CBA,
C57BL/6 e BALBI/c) infectados ou néo pelo P. berghei ANKA. Foram analisados
10 campos por preparagédo de cada animal (n = 5) em laminas coradas por
hematoxilina-eosina (HE), e os parametros quantificados em objetiva de imersédo
(1000X)

5.5.1.Sinusdides
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5.5.1.a. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre o numero total de
células de Kupffer

Para os camundongos C57BL/6, o numero total de células de Kupffer foi
maior no grupo infectado pelo plasmaédio do que nos grupos néo infectados. Nos
animais dos trés modelos estudados, o numero de células de Kupffer em 10
campos foi maior no grupo de animais infectados pelo plasmaodio e tratado com
a PTX (Pb+PTX): (para os camundongos C57BL/6: p<0,05; ANOVA seguido de
Student-Newman-Keuls; PTX < Pb e Pb + PTX) (Figura 46A); (para os
camundongos CBA: p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls)
(Figura 46B); (para os camundongos BALB/c: p<0,05; ANOVA seguido de
Student-Newman-Keuls; Pb + PTX > C e PTX) (Figura 46C).
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Figura 46: Numero total de células de Kupffer quantificados em 10 campos no figado de camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
e tratados com PTX (Pb + PTX). Numero total de células no grupo Pb + PTX maior que 0s outros grupos
em todas as linhagens (p<0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados estéo representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao comparar os quatro grupos dos trés modelos experimentais, néo

observamos diferengas estatisticas (Figura 47).
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Figura 47: Numero total de células de Kupffer quantificados em 10 campos no figado de camundongos
C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados (Pb) e infectados
e tratados com PTX (Pb + PTX). Nao houve diferencas significativas em todas as comparag¢ées (p>0,05
ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que nos animais infectados e tratados com a PTX, o nimero
total de células de Kupffer foi maior do que os outros grupos para os trés modelos

de camundongos estudados.

5.5.1.b. Avaliacado da influéncia da pentoxifilina no namero total de células
de Kupffer com pigmento malarico

Os grupos controle e PTX nédo foram incluidos nesta analise, pois os
animais nao foram infectados pelo plasmadio.

Observamos que nos animais C57BL/6 (p=0,0227 teste t) e BALB/c
(p=0,0230 teste t) infectados pelo plasmaddio e tratados com a PTX o0 numero de
células de Kupffer com pigmento malarico foi significantemente menor do que no
grupo néo tratado (Figuras 48A e 48C). Para os camundongos CBA, a diminui¢c&o
do namero de células de Kupffer com pigmento malarico nao foi estatisticamente

significante (p=0,2288 teste t) (Figura 48B).
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Figura 48: Numero total de células de Kupffer com pigmento maléarico quantificados em 10 campos no figado
de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb
+ PTX). C57BL/6: No grupo Pb + PTX o numero total de células com pigmento malérico foi menor que no
grupo Pb (p=0,0227 teste t). BALB/c: Observamos efeito similar ao do modelo C57BL/6 (p=0,0230 teste t).
Os dados estédo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

N&o houve diferenca estatistica na comparacao dos grupos entre os trés
modelos experimentais (p>0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls)
(Figura 49)
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Figura 49: Numero total de células de Kupffer com pigmento malérico quantificados em 10 campos no figado
em camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX
(Pb + PTX). Comparacédo entre grupos. Pb e Pb + PTX: N&o houve alteragbes significativas quando
comparados (p>0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que nos animais infectados pelo plasmédio e tratados com a
PTX o numero de células de Kupffer com pigmento malarico no figado dos
animais C57BL/6 e BALB/c foi menor do que no figado dos animais destes

grupos nao tratados pela droga (Pb).

5.5.1.c. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina no numero total de
sinusodides hepéaticos com pigmento maléarico

Os grupos néo infectados néo foram incluidos nesta analise.

N&o observamos alteracdes significativas nos trés modelos estudados em
ambos os grupos (Pb e Pb + PTX) (p>0,1 teste t) (Figura 50).
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Figura 50: Numero total de sinuséides hepaticos com pigmento malérico quantificados em 10 campos no
figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados com
PTX (Pb + PTX). Ndo houve alteragfes significativas nos trés modelos experimentais (p>0,1 teste t ndo
pareado). Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos
€ maximos.

Ao comparar os dois grupos nos trés modelos, também ndo foram
observadas alteragdes significativas no namero de sinuséides com pigmento
malarico (p>0,05 ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls) (Figura 51).
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Figura 51: Numero total de sinuséides com pigmento malarico quantificados em 10 campos no figado em
camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c dos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados com PTX (Pb +
PTX). Comparacédo entre grupos. Pb e Pb + PTX: ndo houve alteracdes significativas entre os animais
(p>0,05 ANOVA seguido de Student Newman-Keuls). Os dados estdo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que a PTX nao foi capaz de modificar o nimero total de

sinusdides hepéticos com pigmento malarico nos modelos estudados.

Observamos que nem a infeccao pelo plasmédio tampouco o tratamento
com a PTX, influenciaram a aderéncia de hemacias parasitadas ou ndo ao
endotélio dos sinusoides, adesdo de células mononucleares entre si, ao

endotélio, e pigmento maléarico nas células mononucleares (Tabela 2).
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Tabela 2: Aspectos histopatolégicos nos modelos e grupos nos

sinusoides hepaticos.

Sinusdéides Hepaticos

C57BL/6 Teste (p)
(n=5) CBA (n=5) BALB/c (n=5) C57BL/6 vs
Aspectos Histopatoldgicos Mediana Mediana Mediana CBAvs
(Quartis) (Quartis) (Quartis) BALB/c
Controle - - - -
, PTX - - - -
P t
vl 42 (34.5- 41 (38,5-
Pb 39 (29,5-45,5) 46,5) 47,5) p>0,05*
Pb+PTX | 37(31-395) | 36(27-41) | 38(32-41) p>0,05*
Hemécias ngo | Controle 0(0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
parasitadas PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
aderidas ao Pb 0 (0-0) 60 (35-80) | 60 (30-100) | p=0,7745*
endotelio Pb + PTX 0 (0-0) 60 (15-80) 40 (10-65) | p=0,5622**
Hemaécias Controle - - - -
parasitadas PTX - - - -
aderidas ao Pb 0 (0-0) 50 (75-10) | 70 (40-100) | p=0,2982*
endotelio Pb + PTX 0 (0-0) 30 (10-45) 10 (10-30) | p=0,4884**
Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
_ PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
CMN aderidas 99,99 (99,98-| 99,98 (90- | 99,98 (99,97-
ao endotelio Pb 100) 100) 100) p>0,05*
99,98 (90-
Pb+ PTX | 90 (75-100) | 90 (80-100) 100) p>0,05*
Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
CMN aderidas PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
entre si Pb 0 (0-0) - 15 (10-20) 25 (10-30) p=0,5796**
Pb + PTX 0 (0-0) 10 (10-10) | 35(30-40) | p=0,3947**
Controle - - - -
CMN com PTX - - - -
pigmento 100 (100- 100 (100-
malarico Pb 100) 90 (90-100) 100) p>0,05*
Pb+PTX | 90(90-100) | 80(65-95) | 90 (75-100) p>0,05*

*Student-Newman-Keuls ou Método de comparacgao de Dunn; **teste t;
CMN — Células mononucleares.

85




5.5.2. Espaco Porta

5.5.2.a. Avaliagcdo da influéncia da pentoxifilina na adesdo de células
mononucleares no endotélio dos vasos do espaco porta

Os grupos néo infectados (Controle e PTX) ndo apresentaram células
mononucleares aderidas aos vasos do espago porta.

No modelo C57BL/6 observamos adesdo de células mononucleares no
grupo infectado (Pb), e também que a droga aparentou menor adesao de células
mononucleares no endotélio dos vasos do espaco porta (p<0,05; Kruskal-Wallis
seguido do método de comparacao de Dunn) (Figura 52A). Entretanto, o modelo
CBA néo apresentou diferenca na adesdo de ceélulas mononucleares ao
comparar os dois grupos (Figura 52B). Os animais BALB/c apresentaram um
resultado contrario do observado nos C57BL/6, onde o grupo infectado pelo
plasmadio e tratado com pentoxifilina apresentou um efeito de adesao de células
mononucleares maior que no observado na outra linhagem (p<0,05 Kruskal-

Wallis seguido do método de comparacéo de Dunn) (Figura 52C).
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Figura 52: Numero de células mononucleares aderidas ao endotélio dos vasos do espago porta
quantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos Controle,
tratados (PTX), infectados (Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX). C57BL/6: apresentaram uma menor
adesao no grupo Pb para o Pb + PTX, (p<0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparagéo de Dunn)
CBA: Néo apresentou diferencas significativas (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido do método de comparagao
de Dunn). BALB/c: apresentaram maior adesdo sob influéncia da droga (p<0,05 Kruskal-Wallis seguido do
método de comparagdo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Quando comparamos as respostas nas trés linhagens, foi observado uma
diferenca significativa no grupo infectado pelo plasmédio (Pb), os animais
C57BL/6 apresentaram o maior niumero de aderéncia de células mononucleares
(C57 > BALB e CBA, p<0,05; ANOVA Student-Newman-Keuls) (Figura 53A).

Entretanto, ndo foram observadas altera¢des significativas na comparacao do
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grupo Pb + PTX (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls) (Figura
53B).
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Figura 53: Numero de células mononucleares aderidas ao endotélio dos vasos do espago porta
guantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos infectados
(Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX). Comparagéo entre grupos. Pb: os animais C57BL/6 apresentaram
um maior numero de células mononucleares aderidas ao endotélio dos vasos do espago porta em
comparacgdo com os outros dois modelos (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Pb + PTX:
ndo apresentaram diferencas relevantes (p>0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Concluimos que o animal C57BL/6 apresentou maior numero de células
mononucleares e que apdés administracdo da droga a aderéncia destas células
foi menor no endotélio dos vasos do espaco porta. Os animais CBA foram os
gue apresentaram menor numero de células mononucleares aderindo aos vasos.
Os animais BALB/c apresentaram aderéncia mediana e a adesao foi maior apés

administracao da droga.

5.5.2.b. Avaliagdo da influéncia da pentoxifilina na adesao entre si de

células mononucleares nos vasos do espago porta
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Observamos que os animais dos grupos nao infectados (Controle e PTX)
ndo apresentaram aderéncia de células mononucleares entre si nos vasos do
espaco porta. Os outros trés modelos apresentaram adesdo de células
mononucleares entre si nos vasos do espaco porta, para 0s dois grupos
infectados (Pb e Pb + PTX), porém, ndo observamos influéncia significativa da
droga na adesdo de células mononucleares entre si (p>0,05 Kruskal-Wallis
seguido do método de comparacédo de Dunn) (Figura 54)
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Figura 54: Células mononucleares aderidas entre si nos vasos do espago porta quantificados em 10 campos
no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos Controle, tratados (PTX), infectados (Pb)
e infectados e tratados (Pb + PTX). Em nenhum dos trés graficos observou-se influéncia significativa da
droga no namero de células aderidas entre si nos vasos do espaco porta (p>0,05 Kruskal-Wallis seguido
do método de comparacéo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Ao comparar os grupos, observamos que o modelo C57BL/6 apresentou

maior numero de células mononucleares aderidas entre si do que o modelo

90



BALB/c no grupo Pb, e que este padréo foi observado no grupo infectado e
tratado (Pb + PTX) (Figura 55)
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Figura 55: Células mononucleares aderidas entre si nos vasos do espago porta quantificados em 10 campos
no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos infectados (Pb) e infectados e tratados (Pb
+ PTX). Comparacéo entre grupos. Em ambos os grupos, o modelo C57BL/6 apresentou maior aderéncia
de células mononucleares entre si do que o BALB/c (p<0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls).
Os dados estéo representados por medianas, quartis inferiores e superiores, limites minimos e maximos.

Concluimos que os animais C57BL/6 e BALB/c apresentaram maior
namero de adesdo de células mononucleares entre si, do que o CBA, e que a

droga nao foi capaz de influenciar significativamente esse parametro.

5.5.2.c. Avaliagdo da influéncia da pentoxifilina na quantidade de células

mononucleares com pigmento malarico nos vasos do espaco porta

Os grupos néo infectados (Controle e PTX) nao fizeram parte desta

analise.
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Observamos que os animais C57BL/6 apresentaram menor namero de
células mononucleares com pigmento malarico no grupo tratado com a droga
pentoxifilina (Pb + PTX) (p=0,0232 teste de Mann Whitney) (Figura 56A). Os
animais CBA e BALB/c apresentaram células mononucleares com pigmento
malarico nos vasos do espaco porta, entretanto, a droga nao proporcionou um

efeito significante (p>0,05 teste de Mann Whitney) (Figura 56B).
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Figura 56: Numero de células mononucleares com pigmento malarico nos vasos do espago porta
quantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos infectados
(Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX). C57BL/6: Apresentou menor nimero de células com pigmento ao
comparar os grupos Pb e Pb + PTX (p=0,0232 teste de Mann Whitney). CBA e BALB/c: Nao houve
relevancia estatistica (p>0,05 teste de Mann Whitney). Os dados estéo representados por medianas, quartis
inferiores e superiores, limites minimos e maximos.
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Ao comparar 0s grupos, nés observamos que o0s animais C57BL/6
apresentaram um maior numero de células mononucleares com pigmento
malarico do que o BALB/c (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacdo de Dunn) (Figura 57A), entretanto, ndo houve diferenca ao
comparar todos os grupos infectados e sob influéncia da droga (p>0,05; Kruskal-

Walllis seguido do método de comparacao de Dunn) (Figura 57B).
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Figura 57: NUmero de células mononucleares com pigmento malarico nos vasos do espago porta
quantificados em 10 campos no figado de camundongos C57BL/6, CBA e BALB/c nos grupos infectados
(Pb) e infectados e tratados (Pb + PTX). Comparacao entre grupos. Pb: os animais C57BL/6 apresentaram
maior nimero de células mononucleares com pigmento malarico que o BALB/c (p<0,05; Kruskal-Wallis
seguido do método de comparacéo de Dunn). Pb + PTX: Nao houve diferengas estatisticas (p>0,05 Kruskal-
Wallis seguido do método de comparacao de Dunn). Os dados estéo representados por medianas, quartis
inferiores e superiores, limites minimos e maximos.

Concluimos que os animais C57BL/6 sdo 0s que apresentam maior
namero de células mononucleares com pigmento malarico comparado com 0s

modelos BALB/c, e que ap0s administracdo da droga, o numero total destas
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células no C57BL/6 foi menor e nédo foi estatisticamente significante nos outros

dois modelos.

Observamos que nem a infec¢do pelo plasmédio tampouco o tratamento
com a PTX, influenciaram a aderéncia de hemacias parasitadas ou ndo entre si
ou ao endotélio dos vasos do espaco porta, e adesao de células mononucleares
a heméacias parasitadas ou ndo (Tabela 3).
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Tabela 3: Aspectos histopatolégicos nos modelos e grupos nos vasos do

espago porta.

Vasos do espaco porta

/ Test (p)
Aspectos Histopatoldgicos ,\C,.Z?;ng CE_SA rEeAdLigé; C57BLI6 vs
: Mediana . CBAvs
(quartis) _ (Quartis
(quartis) BALB/c
Hemacias n&o Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
parasitadas PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
aderidas entre Pb 20 (0-30) | 40 (30-45) | 10 (5-60) p>0,05**
S| Pb + PTX 0 (0-45) 0 (0-20) 10 (0-25) p>0,05**
Hemaéacias Controle - - - -
parasitadas PTX - - - -
aderidas entre Pb 20 (0-30) 40 (30-40) 20 (5-60) p>0,05**
Si Pb + PTX 0 (0-45) 10 (0-20) 10 (0-20) p>0,05**
Hemacias n&o Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
parasitadas PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
aderidas ao Pb 0 (0-0) 20 (20-65) 50 (20-80) p=0,5522*
endotélio Pb + PTX 0 (0-20) 20 (10-45) | 10 (0-20) p>0,05**
Heméacias Controle - - - -
parasitadas PTX - - - -
aderidas ao Pb 0 (0-0) 30 (0-60) 50 (10-80) p=0,5012*
endotélio Pb + PTX 0 (0-45) 10 (5-45) | 10(0-10) p>0,05**
Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
CMN aderidas PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
ao endotélio Pb 70 (65-90) | 20 (10-40) | 40 (20-50) p<0,05**
Pb + PTX 40 (15-75) | 30 (15-35) | 60 (45-75) p>0,05**
Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
CMN aderidas PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
entre si Pb 60 (60-80) | 10(5-20) | 50 (45-55) | p<0,05**
30 (22,5-
Pb + PTX 40 (15-50) 10 (0-15) 37,5) p<0,05**
) Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) -
ChMN aderidas a PTX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) i
emacias nao
parasitadas Pb 0 (0-0) 20 (20-30) | 30(10-40) | p=0,5851*
Pb + PTX 0 (0-0) 10 (0-30) 0 (0-10) p=0,5947*
CMN aderid Controle - - - -
nemacias |1 : - : :
parasitadas Pb 0 (0-0) 20 (20-25) | 30(10-40) | p=0,4339*
Pb + PTX 0 (0-0) 10 (0-10) 10 (0-10) p=1*
CMN Controle - - - -
pigme(::r?trg PTX - . - -
malarico Pb 60 (60-90) | 40 (30-40) | 30 (25-50) p<0,05**
Pb + PTX 40 (5-45) 20 (10-35) 10 (5-25) p>0,05**

*Teste t ou Mann Whitney; **Student-Newman-Keuls ou método de comparacao de

Dunn; CMN — Células mononucleares
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5.6. Pulmao

No pulméo, as alteracbes (aspectos gerais dos septos e alvéolos,
congestao dos vasos, infiltrados celulares) foram analisadas em camundongos
das trés cepas estudadas (CBA, C57BL/6 e BALB/c) infectados ou nédo pelo P.
berghei ANKA. Foram analisados 10 campos por preparacdo de cada animal (n
= 5) em laminas coradas por hematoxilina-eosina (HE), e os parametros

quantificados em objetiva de imersao (1000X)

5.6.a. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina na integridade dos alvéolos

Ao realizar esta andlise, observamos que nem o grupo basal (Controle)
tampouco o tratado (PTX) apresentaram lesées nos alvéolos. As lesGes nos

outros grupos foram apenas focais, ndo observamos lesédo de aspecto difuso.

Nos trés modelos estudados, os animais infectados pelo plasmaodio (Pb)
apresentaram lesdo alveolar focal, contudo observamos que nenhum dos
animais infectados e tratados com a PTX apresentou les&o alveolar focal (grupo
Pb + PTX) em todos os trés modelos estudados (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido

do método de comparacao de Dunn) (Figura 58).
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Figura 58: Lesao alveolar focal quantificadas em 10 campos nos pulm&es de camundongos C57BL/6, CBA,
BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados pelo plasmddio (Pb), infectados
e tratados (Pb + PTX). C57BL/6, CBA e BALBI/c: os animais do grupo Pb+PTX ndo apresentaram lesdes
alveolares (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo
representados por medianas, quartis superiores e inferiores, limite minimos e maximos.
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Ao comparar os trés modelos, observamos que no grupo Pb ndo houve
diferenca no total de lesGes causadas pela infeccdo pelo plasmédio (p>0,05:
ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls) (Figura 59).
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Figura 59: Leséo alveolar focal quantificadas em 10 campos nos pulmdes de camundongos C57BL/6, CBA,
BALB/c nos grupos infectados pelo plasmddio (Pb). Comparagdo entre grupos. Pb: A leséo alveolar foi
semelhante para todas as linhagens (p>0,05; ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls). Os dados estéo
representados por medianas, quartis superiores e inferiores, limite minimos e maximos.

Concluimos este topico observando que os animais infectados e tratados
com a PTX ndo apresentaram lesdo alveolar focal, que estava presente nos

animais sem tratamento.

5.6.b. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina na congestdo vascular

Ao realizar esta andlise, observamos que nem o grupo basal (Controle)
tampouco o tratado (PTX) apresentaram congestdo vascular nos vasos
pulmonares.

Observamos que nos trés modelos, o grupo infectado pelo plasmaédio (Pb)
apresentou congestao vascular nos vasos pulmonares, e que o grupo infectado
e tratado (Pb + PTX) ndo apresentou este aspecto, sugerindo um efeito benéfico
da PTX na lesdo pulmonar (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de

comparacao de Dunn) (Figura 60).
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Figura 60: Congestédo vascular quantificadas em 10 campos nos pulm&es de camundongos C57BL/6, CBA,
BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados pelo plasmédio (Pb), infectados
e tratados (Pb + PTX). C57BL/6, CBA e BALB/c: O nimero de vasos congestionados foi menor no grupo
tratado com PTX (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacédo de Dunn). Os dados estédo
representados por medianas, quartis superiores e inferiores, limite minimos e maximos.
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Quando comparamos os trés modelos no grupo infectado pelo plasmaodio
(Pb), observamos que a congestdo vascular pulmonar estava distribuida de
forma semelhante entre as linhagens, ndo havendo diferenca estatistica entre
eles (p>0,05; ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls) (Figura 61).
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Figura 61: Congestdo vascular quantificadas em 10 campos nos pulmdes de camundongos C57BL/6, CBA,
BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados pelo plasmédio (Pb), infectados
e tratados (Pb + PTX). Comparacéao entre grupos. Ph: Os trés modelos apresentaram semelhangas no total
de congestao vascular, ndo havendo diferencas estatisticas (p>0,05; ANOVA seguido do Student-Newman-
Keuls). Os dados estdo representados por medianas, quartis superiores e inferiores, limite minimos e
maximos.

Concluimos que o grupo infectado e tratado (Pb + PTX) apresentou menor
congestdo vascular em todos os trés modelos. Contudo, ao analisar as trés

linhagens observamos semelhancas na expressao de congestéo vascular.

5.6.c. Avaliacdo da influéncia da pentoxifilina no edema intra-septal

Ao realizar esta analise, observamos que nem o grupo basal (Controle)
tampouco o tratado (PTX) apresentaram edema intra-septal.

Observamos que os camundongos do grupo C57BL/6 apresentaram
maior nimero de septos com edema intra-septal que os outros dois modelos
(Figura 62A), também notamos que nos outros dois modelos a presenca de
edema intra-septal foi elevada (Figura 62B e 62C). Entretanto, observamos que
nos animais infectados e tratados com a PTX ndo houve modificacdo neste

parametro (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacédo de Dunn).
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Figura 62: Numero de septos apresentando edema intra-septal, analisados em septos com 0,1-1 um,
quantificadas em 10 campos, nos pulmdes de camundongos C57BL/6, CBA, BALB/c nos grupos Controle,
tratados com pentoxifilina (PTX), infectados pelo plasmédio (Pb), infectados e tratados (Pb + PTX).
C57BL/6, CBA e BALB/c: Os trés modelos apresentaram edemas no septo, e a pentoxifilina ndo modificou
este parametro (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo
representados por medianas, quartis superiores e inferiores, limite minimos e maximos.
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Ao realizarmos a comparagao entre 0s grupos, observamos que no grupo
infectado pelo plasmdédio (Pb), o modelo C57BL/6 apresentou maior nimero de
septos com edema intra-septal do que o CBA (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido
do método de comparacao de Dunn) (Figura 63A), e este mesmo resultado foi
observado no grupo infectado e tratado (Pb + PTX) (p<0,05; Kruskal-Wallis

seguido do método de comparacao de Dunn) (Figura 63B).
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Figura 63: Numero de septos apresentando edema intra-septal, quantificadas em 10 campos nos pulmdes
de camundongos C57BL/6, CBA, BALB/c nos grupos Controle, tratados com pentoxifilina (PTX), infectados
pelo plasmodio (Pb), infectados e tratados (Pb + PTX). Comparacdo entre grupos. Pb: Diferenca
significativa entre o total de edemas no C57BL/6 para o CBA (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacéo de Dunn). Pb + PTX: a mesma diferenga observada no grupo Pb foi mantida (p<0,05: Kruskal-
Wallis seguido do método de comparacao de Dunn). Os dados estdo representados por medianas, quartis
superiores e inferiores, limite minimos e maximos.
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Em conclusdo, observamos que a PTX nao foi capaz de influenciar o

edema intra-septal nos trés modelos, e que o C57BL/6 foi o modelo mais

acometido por esta caracteristica histologica.

Nas tabelas a seguir encontram-se resumidos os dados avaliados nos trés

modelos estudados.

Tabela 4: Acdo da PTX nos aspectos histopatoldgicos do cértex cerebral nos

animais infectados

Cortex cerebral

Aspecto C57BL/6 CBA BALB/c
histopatolégico Infectados apds tratamento com a PTX
N° total de N T N
neurdnios
Neurbénios com N l N
necrose
Congestéo T l A
vascular
Leucocitos
aderidos ao 4 N l
endotélio
Eritrécitos
aderidos ao l N A
endotélio

N = Nao modificou; A = Ausente; T = Aumentou; $ = Diminuiu

Tabela 5: A¢cdo da PTX nos aspectos histopatol6égicos do hipocampo nos

animais infectados

Hipocampo
Aspecto C57BL/6 CBA BALB/c
histopatologico Infectados apds tratamento com a PTX
N° total de N N N
neurdnios
Neurbnios com N N N
necrose
Congestéo A N A
vascular
Leucdcitos
aderidos ao N N l
endotélio
Eritrécitos
aderidos ao A N l
endotélio

N = Nao modificou; A = Ausente; T = Aumentou; ¢ = Diminuiu
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Tabela 6: Acdo da PTX nos aspectos histopatoldgicos dos nlcleos da base nos
animais infectados

Nucleos da Base

Aspecto C57BL/6 CBA BALB/c
histopatologico Infectados apds tratamento com a PTX
N° total de N T T
neuronios
Neurdnios com N l l
necrose
Congestéo A N l
vascular
Leucdcitos
aderidos ao l N A
endotélio
Eritrécitos
aderidos ao A N l
endotélio

N = N&o modificou; A = Ausente; $ = Aumentou;l = Diminuiu

Tabela 7: Acédo da PTX nos aspectos histopatologicos do cerebelo nos animais

infectados
Cerebelo
Aspecto C57BL/6 CBA BALB/c
histopatologico Infectados apds tratamento com a PTX
N° total de T N N
neurdnios
Neurbnios com N N A
necrose
Congestéo N N T
vascular
Leucdcitos
aderidos ao N N A
endotélio
Eritrécitos
aderidos ao T N T
endotélio

N = N&o modificou; A = Ausente; T = Aumentou: l = Diminuiu
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Tabela 8: Acdo da PTX nos aspectos histopatologicos dos sinusdides hepéticos

nos animais infectados

Sinusoides hepéaticos

Aspecto C57BL/6 | CBA | BALB/c
histopatologico Infectados apds tratamento com a PTX
N° de células de N N N
Kupffer
Célula de Kupffer l
com pigmento l N
malarico
Sinuséides com N N N
pigmento malarico
Hemacias nao
parasitadas A N N
aderidas ao
endotélio
Hemacias
parasitadas A N N
aderidas ao
endotélio
CMN aderidas ao N N N
endotélio
CMN aderidas A N N
entre si
CMN com N N N
pigmento malarico

N = Nao modificou; A = Ausente; T = Aumentou; l = Diminuiu
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Tabela 9: Acdo da PTX nos aspectos histopatolégicos dos vasos do espago
porta nos animais infectados

Vasos do espaco porta

Aspecto C57BL/6 CBA BALB/c
histopatologico Infectados apds tratamento com a PTX
CMN aderidos ao l N N
endotélio
CMN aderidos N N N
entre si
CMN com l N N

pigmento malarico

Hemacias nao
parasitadas N N N
aderidas ao

endotélio

Hemacias
parasitadas N N N
aderidas ao

endotélio

CMN aderidas ao N N N
endotélio

CMN aderidas N N N
entre si

CMN aderidas a N N
hemacias A
parasitadas

CMN aderidas a
hemaéacias nao A N N
parasitadas

Hemacias
parasitadas N N N
aderidas entre si

Hemacias néo
parasitadas N N N
aderidas entre si

N = N&o modificou; A = Ausente: T = Aumentou;l = Diminuiu
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Tabela 10: A¢do da PTX nos aspectos histopatolégicos do pulméo nos animais
infectados

Pulméao

Aspecto
histopatologico

C57BL/6

CBA

BALB/c

Infectados apos tratamento com a PTX

Lesao Alveolar

!

!

!

Congestao l
Vascular
Edema intra- N N N
septal

N = N&o modificou; A = Ausente; T = Aumentou;l = Diminuiu
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DISCUSSAO
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Mesmo com constantes e profundas investigacdes cientificas sobre a
patogenia das formas graves da maléria, a doenca apresenta mecanismos
fisiopatogénicos complexos e que ainda n&o estdo bem esclarecidos. Muito do
gue se sabe sobre os aspectos histopatolégicos da maléaria grave € derivado de
estudos em animais ou post mortem em seres humanos.

O modelo experimental murino € o mais estudado. Existem muitas
variacdes nas respostas imunitérias e nas manifestacdes clinicas que dependem
da interacdo entre a linhagem do camundongo e do tipo de plasmaodio usado.
Estas varias expressdes facilitam sua utilizacdo como modelo e auxiliam no
entendimento da resposta em seres humanos, pois algumas destas respostas
assemelham-se as observadas em pacientes com malaria.

A malaria humana apresenta uma grande heterogeneidade de
apresentacao clinica, o que dificulta o seu estudo em modelos experimentais. E
frequentemente observado no acometimento grave da malaria, que alguns
individuos, mesmo com o tratamento e acompanhamento clinico adequado, vao
ao obito.

Neste trabalho, foram utilizados trés modelos de camundongos, da
linhagem C57BL/6, da linhagem CBA e da linhagem BALB/c, infectados ou nao
pelo Plasmodium berghei ANKA, e o efeito da pentoxifilina sobre as alteracées
histopatolégicas no figado, pulméo e cérebro foi avaliado em animais que
apresentam ou nao formas graves da malaria.

No modelo C57BL/6, apods a infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA,
observamos congestdo vascular, adesdo de células e lesdo tecidual nos trés
orgaos estudados: pulméo, figado e cérebro. Observamos que no cortex
cerebral, apds a infeccdo pelo P. berghei ANKA, esses animais apresentaram
menor nimero de neurbnios, que também foi observado no hipocampo, nucleos
da base e cerebelo e adesdo de eritrécitos ao endotélio nesse local. Ja no
cerebelo, observamos também congestdo vascular. Esses resultados sao
semelhantes aos observados por outros autores (Baptista et al 2010; Grau et al.
1989; Craig et al. 2012). Contudo, observamos que esse modelo ndo apresentou
intensa ades&o leucocitaria ao endotélio dos vasos cerebrais, o que foi contrario
ao observado na literatura (Borges 2013; Craig et al. 2012; Grau et al 1989).

Provavelmente o nivel sérico de citocinas inflamatérias no dia do sacrificio ndo
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estavam altos, levando a pouca expressao de moléculas de adesédo e em
consequéncia menor adesao leucocitéria.

Ao analisar o figado do modelo C57BL/6 do grupo infectado, observamos
deposicdo de hemozoina nos sinusodides e muitas internalizadas por células de
Kupffer. Também foi observado adesédo de células mononucleares ao endotélio
dos vasos do espaco porta. Essas observacdes sdo semelhantes ao descrito na
literatura, sendo que este modelo sofre injaria no figado apos a infecgéo por este
plasmaodio (Dockrell, De Souza & Playfair 1980; Zuzarte-Luis, Mota & Vigario
2014).

Quando analisamos o pulm&o dos camundongos C57BL/6 do grupo
infectado, observamos lesdo na membrana alvéolo-capilar, congestao vascular
e edema intra-septal. Caracteristicas como estas foram observadas em estudos
em linhagem C3H/z de camundongo (Weiss & Kubat 1983). Nossos dados sdo
semelhantes ao descrito por Zuzarte-Luis, Mota & Vigario (2014), e corroboram
este modelo como susceptivel a injaria pulmonar e desenvolvimento da
sindrome da angustia respiratoria.

Ao avaliar o modelo CBA, que desenvolve maléaria cerebral, observamos
que no grupo infectado, todas as regides do cérebro estudadas (cértex,
hipocampo, ndcleos da base e cerebelo) apresentaram as mesmas alteracdes
histopatoldégicas com necrose neuronal, congestdo vascular, adesdo de
hemécias e leucocitos ao endotélio vascular. Esses dados foram semelhantes
aos observados por outros autores (Borges 2013; Craig et al. 2012; Grau et al
1989; Paula Jr 2003)

No figado do modelo CBA, observamos adesao de leucocitos ao endotélio
dos vasos do espaco porta, e deposicdo de hemozoina nos sinusoides e
interiorizacdo pelas células de Kupffer, aspectos histopatol6gicos observados
em outros estudos (Dockrell, De Souza & Playfair 1980).

Ja ao analisar o pulmdo dos camundongos CBA do grupo infectado,
observamos presenca de lesdo alvéolo-capilar, edema intra-septal e congestéao
vascular. Os aspectos histopatolégicos por nés observados foram semelhantes
ao descritos nos estudos realizados por Carvalho et al (2000), onde os autores
observaram esses mesmos aspectos nessa mesma linhagem de camundongo.

No modelo BALB/c que é resistente a malaria cerebral (Grau et al. 1989),

interessantemente, observamos algumas alteragbes (necrose neuronal,
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congestdo vascular e adesédo de eritrocitos e leucdcitos ao endotélio vascular)
ndo esperadas nas regides do cérebro (cortex, hipocampo e nucleos da base),
o que é diferente do observado em outros estudos (Baptista et al 2010; Borges
2013; Grau et al 1989). A adesao de eritrocitos e leucoécitos ao endotélio vascular
nao foi intensa, tampouco a necrose neuronal significantemente alta. Isso sugere
que estas alteracfes histopatoldgicas podem acontecer em quantidades ndo
significantes, sem desencadear a sindrome cerebral neste modelo. O que
reforca esta teoria € a auséncia destas caracteristicas (necrose neuronal,
congestdo vascular e adeséo de eritrgcitos e leucécitos ao endotélio vascular)
no cerebelo destes camundongos.

Ao analisar os figados dos camundongos BALB/c, observamos adeséo de
leucdcitos ao endotélio dos vasos do espaco porta, e deposicdo de hemozoina
nos sinusodides e sua interiorizacdo pelas células de Kupffer, alteracfes
histopatologicas que também foram observadas por Dockrell, De Souza &
Playfair (1980). Interessantemente, Baratta et al (2009) apds caracterizacdo das
células e estrutura do figado de camundongos ICR e BALB/c normais, observou
gue suas estruturas sdo semelhantes a de outros modelos mamiferos, como de
humanos.

No pulméo dos camundongos BALB/c, observamos lesdo da membrana
alvéolo-capilar, edema intra-septal e congestdo vascular, 0 que caracteriza a
lesdo pulmonar que é observada nesse modelo (Lovegrove et al. 2008).

Outro aspecto importante que foi caracterizado em nosso estudo nos trés
modelos apdés a infec¢do pelo Plasmodium berghei ANKA, foram as diferencas
ou semelhancas entre os trés modelos de malaria apos a infeccdo pelo
Plasmodium berghei Anka e o tratamento com a PTX.

Nossos estudos mostraram a perda de neurbnios quando 0s
camundongos que desenvolvem malaria cerebral (CBA e C57BL/6) foram
infectados pelo plasmddio. De fato, tem sido sugerido perda de neurdnios por
isquemia e processos degenerativos no tecido cerebral, impedindo a correta
troca de nutrientes para manter a célula viavel (Turner,1997). Nossos dados
estdo de acordo com estas informacdes, pois apenas 0s camundongos que
desenvolveram malaria cerebral apresentaram perda neuronal significativa. O
camundongo BALB/c, que nao desenvolve a forma cerebral, ndo apresentou

diminuicdo significativa no niumero de neurdnios totais. Porém, mesmo estes
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animais (BALB/c) apresentaram necrose neuronal, embora em pequena
quantidade, o que ndo era esperado por nos, ja que este modelo € resistente a
malaria cerebral (Grau et al. 1989). E possivel que o que tenha contribuido para
a presenca de necrose neste modelo é o fato de que pode também ocorrer
elevacdo da concentracdo sérica do FNT-a, como foi observado por Borges
(2013). Essa citocina é capaz de induzir a necrose celular pela modificacdo da
relacdo entre o Receptor de Interacdo de Proteinas 1 (RIP1) e a Cinase -1
Ativada pelo TGF- 8 (TAK1), onde a TAK1 impede a formac&o do complexo de
inducao de necrose mediado pelo FNT-a (RIP1, RIP3, FADD, caspase-8) (Arslan
& Scheidereit 2011). A RIP1 também foi observada estar expressa em células
do tecido cerebral, apds dano (Degterev et al. 2005). Uma possibilidade é que o
desequilibrio nas concentracdes dessas moléculas, geradas localmente, no
curso da infeccao pelo plasmadio, possa ter desequilibrado esta interacéo a favor
da inducdo da necrose. De fato, De Miranda et al. (2015) mostraram que a
ativacdo do sistema imunitario, seja por estresse ou doencga, leva a alteracéo e
reducdo de neurotrofinas, que sado responsaveis por fenbmenos como a
neurogénese, e que essa reducdo pode levar a morte de neurdnios no
hipocampo.

Interessantemente, a PTX nado foi capaz de proteger os neurdnios no
camundongo C57BL/6, inclusive, aumentando a necrose neuronal neste modelo,
contudo, foi capaz de abolir a necrose neuronal no cortex cerebral e ndcleos da
base do camundongo CBA. Entre as possibilidades para explicar estas
diferencas podemos sugerir que no modelo C57BL/6, que apresenta a forma
mais grave da doenca, a presenca de congestdo vascular, pode ter contribuido
para agravar o quadro. Tem sido mostrado que a congestéo vascular € um dos
fatores que podem desencadear a morte de neurdnios (Turner,1997). Outros
fatores devem também ser considerados para esta diferenca de acdo da PTX
nesses dois modelos, como o fato de que nos camundongos C57BL/6 os niveis
do FNT-a sdo mais elevados e a PTX pode nao ter sido capaz de diminuir
suficientemente a biodisponibilidade dessa citocina de modo a reverter o
fenbmeno da necrose celular. A auséncia de efeito da droga sobre o FNT-a ja
foi observado em alguns estudos conduzidos em seres humanos (Hemmer et al
1997; Looareesuwan et al 1998). Ja a protecao conferida pela PTX no modelo
CBA, abolindo a necrose neuronal, pode ter contribuido para a maior sobrevida
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que foi observada por Borges (2006) neste modelo, com um aumento na
sobrevida de até 13 dias nos camundongos CBA que foram tratados com a PTX.

Congestéao vascular cerebral foi observada nos trés modelos estudados,
sendo em menor propor¢cao nos camundongos BALB/c. A congestao vascular no
cérebro é um fendbmeno que ocorre com o agravamento da doenca, e coincidindo
com as manifestacdes neurolégicas, como ataxia, convulsdo, etc (Grau &
Kossodo 1993; Lou, Lucas & Grau 2001).

Observamos congestdo vascular nos camundongos C57BL/6, mesmo
apos o tratamento com a PTX. Como uma possibilidade, podemos sugerir que a
PTX néo foi capaz de modular suficientemente a expressdo de adesinas e/ou
integrinas, ou outras moléculas que induzem a expressao das moléculas de
adesdo no endotélio cerebral. O mesmo foi observado no modelo CBA, que
apesar de ter apresentado congestdo vascular no cortex cerebral, esta
congestdo foi menor no animal tratado do que no grupo infectado que nao
recebeu o tratamento. Isso ndo foi observado em outras areas do cérebro. Paula
Jr (2003) observou que nesse modelo, apds o tratamento com a PTX, ndo houve
grande diferenca nos aspectos histopatologicos entre 0s grupos tratados ou néo.
Contudo, no modelo BALB/c, a agcdo da PTX foi mais evidente, e a droga foi
capaz de abolir a congestéao vascular em todas as regides cerebrais estudadas,
com excecdo do cerebelo. E provavel que neste modelo, a acdo da PTX,
reduzindo a viscosidade sanguinea e promovendo vasodilatacdo, tenha sido
mais efetiva nestas regides do cérebro.

Adesdo de hemacias tanto parasitadas, quanto ndo parasitadas, ao
endotélio vascular cerebral foi observada nos trés modelos. A exacerbacao
dessa aderéncia pode contribuir para as alteracées fisiopatogénicas observadas
na maléaria grave, e tem sido sugerido que ela é ocasionada pelo aumento da
expressao de moléculas de adeséo na superficie dos endotélios em decorréncia
da producao exacerbada de citocinas inflamatorias (Nacer et al. 2012). Em nosso
trabalho, o modelo C57BL/6 apresentou adesdo de hemdacias tanto parasitadas,
guanto nao parasitadas, que foi diferente do observado por Borges (2013), que
nao observou adesédo de hemacias de forma significativa ao endotélio vascular
cerebral neste mesmo modelo. Entretanto, nossos dados foram semelhantes ao
observado por Belnoue et al. (2002), que mostraram a presencga de hemacias

infectadas aderidas ao endotélio cerebral no modelo C57BL/6.
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Nosso estudo mostrou adeséo de eritrocitos tanto parasitados, qguanto nao
parasitados, em poucas regides do cérebro dos camundongos C57BL/6. Sendo
observada no cortex e no cerebelo. Os motivos desse fendmeno precisam ainda
ser esclarecidos, pois nessa linhagem C57BL/6, a producdo das citocinas
inflamatorias sdo mais exacerbadas e isso pode contribuir para a maior
expressdo de moléculas de adeséo (ICAM-1 e CD36) no endotélio vascular e em
consequéncia a adesao de eritrocitos ao endotélio dos vasos no cérebro (Souza
& Riley 2002) Portanto, € algo contrario ao achado em nossos estudos.

Maior expressdo dessas moléculas foi observada em seres humanos
(Chen, Schlichtherle & Wahlgren 2000). Contudo, no modelo C57BL/6, o
tratamento com a PTX foi capaz de abolir a adesdo de hemécias ao endotélio
dos vasos no cortex cerebral. Porém, sua acdo foi oposta no cerebelo, onde
observamos um aumento da adeséao dos eritrocitos tanto parasitados quanto ndo
parasitados ao endotélio vascular nos animais infectados e tratados com a PTX.
Aderéncia de eritrécitos nesta localizacdo do cérebro ndo estava presente nos
animais do grupo infectado pelo plasmodio que nao receberam o tratamento com
a PTX. Isso sugere uma resposta diferenciada segundo a localizac&o no cérebro.
De fato, tem sido mostrado expressao diferenciada de moléculas de adesao no
tecido cerebral (Fabry et al. 1992). Provavelmente os animais estudados
estavam apresentando uma forma grave da malaria cerebral, pela exacerbacéo
dos sintomas clinicos, com sinais neuroldgicos, como ataxia, convulsées. Além
disso, foi observado por Baptista et al. (2010) que a forma cerebral neste modelo
esta relacionada com o acumulo de hemacias cérebro.

Entretanto, no modelo CBA, encontramos hemacias parasitadas e nao
parasitadas aderidas ao endotélio vascular em todas as regides do cérebro
analisadas (cortex, hipocampo, nucleos da base) e cerebelo no grupo infectado
pelo plasmdédio. Nossos dados sdo semelhantes ao que foi descrito por Grau et
al. (1989), que mostrou que o modelo CBA apresenta adesao de hemacias no
endotélio dos vasos cerebrais. No entanto, a PTX ndo modificou a adeséo de
hemacias ao endotélio neste modelo. Entre as possibilidades para explicar a
ineficacia da acdo da PTX seria que o tempo de acdo da droga em nosso
protocolo experimental pode néo ter sido suficiente para reduzir a adesao
eritrocitaria nos vasos cerebrais. O modelo BALB/c apresentou este mesmo

fenbmeno de adesdo eritrocitaria em locais isolados (hipocampo), porém, a
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intensidade da adesao dos eritrocitos foi menor do que a observada no modelo
CBA. Esses nossos resultados foram semelhantes ao observada por Borges
(2013), que mostrou que os camundongos BALB/c foram os que apresentaram
menor adesao eritrocitaria nos vasos cerebrais (cortex, hipocampo). Contudo, ao
administrar a PTX nos camundongos BALB/c infectados pelo plasmédio,
observamos que a droga aboliu a adesdo de hemacias nos vasos do hipocampo,
entretanto, os animais BALB/c passaram a apresentar adesdo de eritrocitos
parasitados ou ndo no cerebelo, fenbmeno que ndo apresentavam antes do
tratamento, embora em baixa intensidade. Esta caracteristica foi observada
também no modelo C57BL/6, portanto, reforca a possibilidade de resposta
diferenciada conforme a localizacdo do tecido cerebral.

Quando analisamos a adesdo dos leucdcitos ao endotélio vascular
cerebral, observamos a presenca de adesao dos leucécitos apés a infeccao pelo
plasmaédio nos trés modelos estudados. A fato desses animais apresentarem
aderéncia de leucécitos, um fenébmeno diferente do observado em vasos
cerebrais de seres humanos, que mostra aderéncia de eritrocitos parasitados ou
ndo ao endotélio vascular cerebral, com pouca aderéncia de leucécitos,
conforme observado em casos de necropsia de pacientes que morreram com a
forma grave da malaria cerebral (Turner,1997), tem sido motivo de ceticismo
entre alguns pesquisadores quanto a utilidade destes animais para avaliar os
mecanismos fisiopatogénicos das formas graves da malaria humana, como
também para o desenvolvimento de novos tratamentos para seres humanos
(Craig et al. 2012). Contudo, nossos resultados mostraram que a adesao de
leucdcitos pode ndo ser tdo intensa. O modelo C57BL/6 ndo apresentou adesdo
leucocitaria no endotélio dos vasos do cértex cerebral quando infectado pelo
plasmaédio. Entretanto, o tratamento com a PTX dos animais infectados com o
plasmaddio induziu o aparecimento de adesao dos leucécitos nos vasos do cortex,
0 que nao existia previamente. Porém, a mesma droga aboliu a adesédo de
leucécitos no hipocampo. Sugerindo que a acdo da PTX tenha tido um papel
protetor no hipocampo, mas aparentemente pode ter agravado as lesdes na
regido do cortex cerebral. De fato, Wenisch et al. (1998) demonstraram que em
seres humanos infectados com o P. falciparum a PTX reduziu os niveis séricos
do FNT-a. e essa citocina esta diretamente associada com a expressédo de

moléculas de adeséo (CD36 e ICAM-1) (Mohanty et al. 2006; Ockenhouse et al.
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1992). Portanto, a PTX pode ter reduzido o FNT-a no hipocampo, mas
provavelmente ndo foi suficiente para reduzir esta citocina no cortex dos
camundongos C57BL/6. O camundongo CBA apresentou adesdo leucocitéria
em todas as regides do cérebro (cértex, hipocampo e nucleos da base) e no
cerebelo. Nossos resultados foram semelhantes ao que foi observado por
Borges (2013), e isto € um fator interessante, ja que no mesmo estudo, esta
linhagem apresentou FNT-a diminuido apds a infeccao pelo P. berghei ANKA,
mostrando que ha outros mecanismos além da expressdo de moléculas de
adesao por esta citocina que podem ser responsaveis pela adeséo de leucdcitos
ao endotélio vascular cerebral. Os camundongos BALB/c foram o0s que
apresentaram adeséo leucocitaria mais discreta no grupo infectado pelo
plasmaodio, entre os trés modelos estudados, mostrando aderéncia de leucdcitos
somente no cortex cerebral e hipocampo. Menor expressdo de aderéncia de
leucécitos aos vasos cerebrais era um fendmeno esperado, pelo fato de que os
camundongos BALB/c ndo desenvolvem a malaria cerebral (Grau et al. 1989;
Zuzarte-Luis, Mota & Vigario 2014) E possivel que a acédo protetora da PTX,
abolindo a adesao leucocitaria no cértex cerebral e hipocampo, tenha ocorrido
pelo fato dessa adesao ter sido menos intensa do que nos outros modelos
estudados. Outra explicacdo provavel seria a menor producdo do FNT-a pelos
camundongos BALB/c. Borges (2013) e Souza & Riley (2002) mostraram que
mesmo apos a infeccdo pelo P. berghei ANKA, os niveis da citocina estavam
baixos no camundongo BALB/c. Como a PTX diminui a producdo do FNT-a
(Borges 2006), deve ter diminuido a expressdo de moléculas de adesao,
diminuindo as chances de ocorrer a adeséo leucocitéria no endotélio dos vasos
cerebrais.

Segundo um estudo realizado por Manning et al. (2012) de casos
pediatricos fatais devido a infeccdo mista por P. falciparum e P. vivax, as
alteracdes histopatoldgicas foram semelhantes as observadas no modelo CBA,
com adesédo de hemacias e leucocitos nos vasos e congestéo vascular.

Em conclusédo, observamos que as trés linhagens utilizadas apresentaram
diferencas histopatologicas no tecido cerebral. A adeséo celular (tanto hemacias
quanto leucocitos) foi mais presente nos modelos CBA, reduzida no modelo

BALB/c, e apenas em alguns locais no C57BL/6 (cortex cerebral, cerebelo).
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Congestéao vascular no hipocampo, foi mais presente no CBA, e néo observada
nos modelos BALB/c e C57BL/6 infectados com o plasmédio. Enquanto que a
PTX agiu também de forma diferente (reduzindo adeséo de leucécitos nos vasos
do cortex cerebral no BALB/c, porém, aumentando este aspecto no modelo
experimental C57BL/6), mostrando a heterogeneidade da resposta entre as
linhagens.

Nossas observagfes mostraram um maior numero de células de Kupffer
no figado dos grupos infectados do que dos grupos nao infectados.

No camundongo C57BL/6 foi observado maior numero de células de
Kupffer nos animais do grupo PTX do que nos infectados e tratados com PTX.
Esses dados sugerem um aumento do niumero de células de Kupffer apds a
perturbacdo da homeostase hepatica pela infeccdo com o plasmaodio (Dockrell,
De Souza & Playfair 1980). Esse maior niumero de células de Kupffer também
foi observado para os outros dois modelos estudados (CBA e BALB/c).
Observamos também maior nimero de células de Kupffer com pigmento
malarico (hemozoina), que é o produto do metabolismo do parasito liberado na
circulacao apds a lise do eritrécito e internalizado pelos fagécitos (Boura 2012).
Nos camundongos C57BL/6 do grupo infectado e tratado com PTX observamos
que o numero de células de Kupffer com hemozoina foi menor do que o
observado no grupo infectado. O mesmo foi observado para os camundongos
BALB/c. Sun et al. (1999) mostraram que a PTX pode reduzir o influxo de Ca?*
em macrofagos alveolares, e o calcio € um importante mediador nas vias de
sinalizacdo de fagdlcitos e essencial no processo de fagocitose. Como
consequéncia desse mecanismo de acao da PTX, as células de Kupffer podem
ter tido sua capacidade fagocitaria reduzida e em consequéncia menor secre¢ao
de mediadores inflamatorios. E possivel que esse efeito possa ter ocorrido nos
dois modelos de camundongos em que observamos menor numero de células
de Kupffer com pigmento maléarico, o C57BL/6 e o BALB/c. Contudo, este efeito
nao foi significativo no modelo CBA. Os motivos para estas diferentes repostas
ndo estao ainda esclarecidos. A presenca de pigmento malarico no figado é uma
caracteristica histopatologica compartilhada entre modelos experimentais e
humanos. Nosso estudo mostrou a presenca de hemozoina nos sinusoides

hepaticos e células de Kupffer nos trés modelos estudados e o mesmo tem sido
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observado em seres humanos (Baheti, Laddha & Gehlot 2003; Viriyavejakul,
Khachonsaksumet & Punsawad 2014).

A adeséao de células mononucleares (linfécitos e mondcitos) ao endotélio
dos vasos do espaco porta também foi um aspecto observado, e esteve presente
nos trés modelos. Nos camundongos C57BL/6, a adesdo de células
mononucleares foi observada, e em alguns casos acompanhada de infiltrado
celular, esta caracteristica e também a inflamacé&o do espaco porta foi observada
também em seres humanos (Baheti, Laddha & Gehlot 2003; Viriyavejakul,
Khachonsaksumet & Punsawad 2014). A PTX reduziu a adeséo dessas ceélulas
nos vasos do espaco porta. Porém é questionavel se o efeito de reducao da
adesao destas células neste 6rgao é benéfico ou ndo para a evolucao da doenca.
Haque et al. (2011) mostraram nesse mesmo modelo, que células TCD8+
estariam associadas com a patologia no cérebro e com a protecao no figado.
Uma possibilidade seria que, com a reducdo na adesdo de células
mononucleares, poderia contribuir para a patologia observada no figado. A
diferenca nos mecanismos de resposta a infeccdo e a acdo da PTX entre os
modelos € novamente vista neste aspecto, os camundongos CBA e BALB/c
apresentaram aderéncia de células mononucleares nos vasos do espaco porta,
porém, ndo houve diferenca apés administracdo da PTX. Mostrando a diferenca
destes modelos quando comparados com o C57BL/6, 0 que coincide com Nnossos
achados no tecido cerebral (cortex, cerebelo e nucleos da base), onde a PTX
aumentou a adesdo de leucoOcitos ao endotélio do cortex cerebral de
camundongos C57BL/6, enquanto que reduziu este aspecto no BALB/c.

Concluimos que, a adeséo de células mononucleares ao endotélio dos
vasos do espaco porta € compartilhada entre modelos experimentais e humanos,
e que houve efeito imunomodulador da PTX nas células de Kupffer, pois
observamos reducdo de células de Kupffer com pigmento malérico apos
administracdo da PTX. Também observamos diferenca na resposta entre as
linhagens, com diferentes gradacdes de respostas entre 0s grupos estudados,
como observado nos camundongos C57BL/6, que mostraram menor adeséo de
células mononucleares aos vasos do espaco porta apos administracao da PTX,
enquanto nos camundongos BALB/c e CBA, ndo houve modificagdo neste

aspecto apos administracédo da droga.
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Lesbes nos alvéolos pulmonares, caracteristicas do aumento da
permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, foram observadas nos trés
modelos infectados com o plasmaodio. Nossos dados estdo de acordo com o
descrito por Boulos et al. (1993). A PTX aboliu a lesdo alveolar focal nos trés
modelos por nés estudados. Esse efeito também foi observado por Lovegrove et
al. (2008) que utilizaram camundongos C57BL/6 desprovidos da molécula de
aderéncia CD36 (CD367). Eles mostraram que com a auséncia desta molécula,
os camundongos foram protegidos da les&o pulmonar aguda. E possivel que
acdo da PTX possa ter sido semelhante, pois como a PTX reduz os niveis de
FNT-a, consequentemente diminuem a expressdo de moléculas de adeséao,
como a CD36, diminuindo a sintomatologia pulmonar.

Congestdo vascular também foi observada no pulmdo dos trés
camundongos. Nossos dados sdo semelhantes as observacées de Maguire et
al. (2005) em seres humanos. Esses autores mostraram que independente da
gravidade da forma clinica da maléaria, a oclusdo vascular pulmonar estava
presente, estudando tanto pacientes com maléria ndo complicada quanto
pacientes com maléaria grave. Observamos que a PTX foi capaz de reduzir a
congestdo nos camundongos C57BL/6 e de aboli-la nos outros dois modelos.
Lovegrove et al. (2008) observou que a baixa ou auséncia de expressdo da
molécula de aderéncia CD36 ocasionou menor desenvolvimento da forma grave
pulmonar. Provavelmente a PTX, diminuindo a expressdo de moléculas de
aderéncia, como o CD36, tenha contribuido para diminuir o comprometimento
pulmonar nos trés modelos por nés estudados. Ademais, a PTX também
promoveu a vasodilatagao.

Quando avaliamos a presenca de edema intra-septal observamos que os
camundongos dos trés modelos estudados apresentaram essa alteracao.
Nossos dados foram semelhantes aos de Carvalho et al. (2000), que mostraram
que 10 de 12 animais infectados pelo plasmdédio apresentaram edema intra-
septal devido a infiltrados monocitarios. De fato, Deroost et al. (2013)
demonstraram que em camundongos C57BL/6 infectados por cepas diferentes
de plasmddio (P. chabaudi AS, P. berghei ANKA e NKG65) a presenca de
hemozoina foi um fator agravante no desenvolvimento da injuria pulmonar, ja
que esse produto do metabolismo do plasmodio estd associado com a

inflamacgéo, como também demonstraram a presenca desse produto no interior
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de mondcitos ou macréfagos no pulmao. Esses autores sugeriram que esse
poderia ser o mecanismo responsavel pela desestruturacdo dos septos
alveolares. Esta observacao foi semelhante a que observamos em nosso estudo
no figado, onde a deposicdo de hemozoina foi bem mais visivel. Entretanto, a
PTX n&@o modificou o edema intra-septal em nenhum dos trés modelos
estudados.

Nossos dados mostraram que as acdes da PTX sobre os aspectos
histolégicos por nos avaliados foi bastante heterogénea. As acdes da PTX foram
heterogéneas, tanto em relacdo a cepa de camundongo avaliada, como em
relacdo ao 6rgao, e o parametro histolégico avaliado. Essa grande diferenca de
respostas pode explicar a heterogeneidade das respostas dos pacientes com
malaria que foram tratados com a PTX (Hemmer et al. 1997; Lell et al. 2010;
Looareesuwan et al. 1998). Esses estudos mostraram que a droga nao teve
efeito sobre a producéo de citocinas inflamatérias, como o FNT, nem melhorou
a evolucdo do quadro grave da malaria, mesmo em associacdo com drogas
antimalaricas. Por outro lado, resultado oposto foi encontrado por Das et al
(2003) e Di Perri et al. (1995), que mostraram que a droga melhorou a sobrevida
e reduziu o coma dos pacientes com maléria. Essa heterogeneidade de
respostas foi mostrada em nosso estudo, onde a PTX mostrou ter um papel
protetor pela diminuicdo da necrose neuronal nos modelos CBA e BALB/c, porém
aumentou a necrose neuronal nos camundongos C57BL/6. Isso sugere que a
PTX apresenta diferentes mecanismos de acdo na dependéncia da base
genética dos camundongos avaliados e que podem repercutir diferentemente
sobre as alteracdes histologicas que foram avaliadas.

Em conclusao, observamos que cada cepa de camundongo apresentou
respostas Unicas, tanto a infec¢do quanto ao tratamento com a PTX. Em relacéo
ao tipo de célula que adere ao endotélio dos vasos cerebrais predominaram os
leucdcitos sobre as hemécias nos camundongos C57BL/6; houve aderéncia
tanto de hemacias como de leucécitos no CBA; e também houve aderéncia tanto
de hemacias como de leucécitos no BALB/c, porém em menor quantidade.
Outras alteracdes foram semelhantes nos trés modelos experimentais, como a
congestao vascular no pulméo, que estava presente nos camundongos C57BL/6

assim como nos outros dois modelos, CBA e BALB/c.
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Analisando a resposta ao tratamento com a PTX nos animais infectados,
observamos aumento da congestéo vascular nos vasos do coértex cerebral apos
administragcdo da droga nos camundongos C57BL/6; a PTX nao produziu
nenhuma alteracdo na congestdo vascular nos vasos do cortex cerebral nos
camundongos CBA; e a PTX aboliu a congestdo vascular nos vasos do cortex
cerebral nos camundongos BALB/c. Esses dados mostram que 0S mecanismos
de acédo da PTX dependem da cepa de camundongo avaliada, sugerindo que as
respostas observadas possam ser uma consequéncia de ativacdo de
mecanismos fisiopatogénicos diferentes segundo a base genética do
hospedeiro.

Resposta diferentes entre os trés modelos ja foi descrita por Borges
(2013), que mostrou que cada modelo expressa diferentemente as citocinas
inflamatorias, que os camundongos C57BL/6 tem uma tendéncia a respostas
mais inflamatdrias que os outros dois modelos.

Nossos dados foram capazes de mostrar diferencas nas alteracoes
patolégicas entre os trés modelos, como também em resposta ao tratamento
com a PTX.

Outro fator que merece consideracao € o fato de que no mesmo modelo
animal, observamos que a PTX pode induzir respostas que poderiam ser
potencialmente benéficas, pelo fato de diminuirem os processos de lesdo
tecidual. Entretanto, a PTX pode determinar um efeito oposto em outro local ou
mesmo em outro 6rgdo, no mesmo modelo animal, produzindo altera¢des que
poderiam ser potencialmente maléficas por aumentar os processos de leséo.
Esses dados sugerem as potenciais dificuldades para utilizacdo da PTX em
seres humanos, desde que cada individuo apresenta aspectos genéticos
particulares e Unicos e que, atualmente, ndo temos capacidade para prever se a
resposta a PTX tenderia seus efeitos para a melhora ou para a piora da doenca.
Entretanto, as alteragfes histopatoldgicas pulmonares e hepéticas ocasionadas
pela infeccdo com o P. berghei ANKA nos trés modelos estudados foram
consistentemente diminuidas pelo tratamento dos animais com a PTX, o que
sugere que esta droga poderia potencialmente ter algum efeito benéfico para os
pacientes apresentando a forma grave pulmonar da malaria.

Algumas alteragcbes observadas nos camundongos sao compartilhadas

com os seres humanos (les6es nos alvéolos, efeitos inflamatérios no figado,
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adesado de células mononucleares aos vasos do espaco porta, adesao de
leucocitos e hemacias nos vasos do cérebro). Porém os mecanismos que levam
a essas alteracdes ainda ndo estdo esclarecidos. Ha portanto a necessidade de
investigar estes mecanismos ou vias que influenciam as respostas em cada
linhagem.

Nosso estudo contribuiu para aumentar a compreensao das alteracoes
histopatologicas observadas nos modelos experimentais susceptiveis (C57BL/6
e CBA) ou resistentes (BALB/c) apds a infecgéo pelo Plasmodium berghei ANKA,
como também para melhor compreender a influéncia da PTX sobre as alteractes

histopatolégicas cerebrais, hepaticas e pulmonares.
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CONCLUSAO
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1. Alteracdes histopatoldégicas nos camundongos C57BL/6

A) Camundongos infectados pelo P. berghei ANKA
a) Cérebro

Cortex cerebral: Menor numero total de neurénios do que 0s animais nao

infectados e aderéncia de eritrocitos ao endotélio vascular.

Hipocampo e nucleos da base: Menor numero total de neurbénios do que os
animais nao infectados e necrose neuronal.

Cerebelo: Menor nimero total de neurdnios do que os animais nao infectados e
necrose neuronal, congestao vascular e aderéncia de eritrocitos ao endotélio
vascular.

b) Figado

Adeséo de células mononucleares ao endotélio dos vasos do espaco porta.

c) Pulméao

Lesé&o focal nos alvéolos, congestédo vascular e edema intra-septal.

B) Camundongos infectados pelo P. berghei ANKA e tratados com PTX
a) Cérebro

Cortex cerebral: Maior necrose neuronal que o grupo infectado, congestédo

vascular e aderéncia de leucécitos mas ndo de eritrocitos ao endotélio vascular.
Hipocampo: Maior necrose neuronal que o grupo infectado.

Nucleos da base: Menor numero total de neurdnios e menor adesdo de
leucocitos ao endotélio vascular do que o grupo infectado.

Cerebelo: Maior adesado de eritrocitos ao endotélio vascular do que o grupo
infectado. Menor numero total de neurbnios que animais normais. Presenca
necrose neuronal, congestdo vascular e adesdo de leucécitos ao endotélio
vascular.

b) Figado

Maior niumero de células de Kupffer que os animais nao infectados, e menor
namero de células de Kupffer com o pigmento malarico e menor adesao e
namero de células mononucleares com pigmento malarico nos vasos do espaco
porta do que nos camundongos infectados

c) Pulméo

Auséncia de lesao focal. Menor congestao vascular.
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2. Alteracdes histopatoldgicas nos camundongos CBA

A) Camundongos infectados pelo P. berghei ANKA
a) Cérebro

Cortex cerebral, hipocampo, nucleos da base e cerebelo: Menor nimero total

de neurdnios do que os animais ndo infectados, necrose neuronal, congestao
vascular e aderéncia de leucadcitos e eritrécitos ao endotélio vascular.

b) Figado

Células de Kupffer com pigmento malarico. Adesao de leucdcitos ao endotélio e
presenca de células mononucleares com pigmento malarico nos vasos do
espaco porta.

c) Pulmé&o

Leséo alveolar focal, congestéo vascular e edema intra-septal.

B) Camundongos infectados pelo P. berghei ANKA e tratados com PTX
a) Cérebro

Cortex cerebral: Maior numero total de neurénios do que os animais infectados.

Aboliu a necrose neuronal, e foi menor a congestao vascular.

Hipocampo: Tendéncia para menor adesao leucocitaria.

Nucleos da base: Aboliu a necrose neuronal. Presenca de congestdo vascular.
Cerebelo: Nao modificou em relacao aos infectados.

b) Figado

N&o modificou em relacdo aos infectados.

c) Pulméo

Aboliu a leséo alveolar e a congestéo vascular.

3. Alteracdes histopatolégicas nos camundongos BALB/c

A) Camundongos infectados pelo P. berghei ANKA
a) Cérebro

Cortex cerebral: Necrose neuronal e adesdo de leucécitos ao endotélio

vascular.
Hipocampo: Necrose neuronal e adesao de leucdcitos e eritrocitos ao endotélio
vascular.
Nucleos da base: Necrose neuronal, congestéo vascular e adeséao de eritrécitos

ao endotélio vascular.
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Cerebelo: Nao houve alteracdes.

b) Figado

Adesdo de leucdcitos e células mononucleares com pigmento malarico em vasos

do espaco porta.

c) Pulméo

Leséo alveolar focal, congestao vascular e edema intra-septal.

B) Camundongos infectados pelo P. berghei ANKA e tratados com PTX
a) Cérebro

Cortex cerebral: Necrose neuronal. Aboliu a adeséo leucocitaria.

Hipocampo: Aboliu a adesao leucocitaria e a eritrocitaria.

Nucleos da base: Aboliu a necrose neuronal, congestdo vascular e adeséo de
eritrocitos ao endotélio.

Cerebelo: congestdo vascular e a adeséao eritrocitéria.

b) Figado

Menor numero de células de Kupffer com pigmento malarico, mas maior adesao
leucocitaria nos vasos do espaco porta.

c) Pulméao

Aboliu a lesao alveolar focal e a congestéao vascular.

Em conjunto, nossos dados sugerem que as trés linhagens de
camundongos apresentam algumas alterac6es histopatolégicas diferentes e
algumas semelhantes, apods a infeccéo pelo Plasmodium berghei ANKA.

A PTX teve influéncias positivas ou negativas sobre o0s aspectos
histopatolégicos analisados nos diferentes modelos estudados.

Contudo, um achado comum entre os trés modelos evidenciou a
capacidade da PTX diminuir o numero total de células de Kupffer e de células
mononucleares com pigmento malarico. A PTX também foi capaz de diminuir as
alteracdes histopatologicas pulmonares ocasionadas pela infeccdo pelo P.
berghei Anka nos trés modelos estudados.

Nossos estudos sugerem que as alteracbes histopatologicas foram
diferentes em cada linhagem de camundongo estudada e que a pentoxifilina
influenciou diferentemente algumas alteracdes avaliadas nos diferentes modelos

da maléria estudados.
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1) Reagentes Sigma
Sigma-Aldrick®INC — St. Louis — Missouri — EUA

e Glutaraldeido — cat no: G-6257

2) Reagentes Vetec
Vetec quimica fina Ltda — Duque de Caxias — Rio de Janeiro — Brasil

Etanol — Alcool etilico absoluto P.A. (C2H60) — cat no: 107
Metanol — Alcool metilico (CH40) — cat no: 102

Eosina amarela — Cl 45380 — cat no: 205

Hematoxilina — CI 75290 — cat no: 630

Paraformalfeido — (CH20) x — cat no: 694

Parafina purificada — cat no: 1227

Xilol — Xileno (C8H10) — cat no: 142
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