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RESUMO

CORREA, Aryella Maryah Couto. Estudo dos receptores canabinoides na
ativacao de neutréfilos durante a lesdao aguda pulmonar induzida por malaria.
2024. f. 142 Dissertacado (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A resposta inflamatéria desempenha um papel crucial na progressao das
manifestagdes graves na malaria. Nesse contexto, os neutroéfilos sdo células-chave
no desenvolvimento da lesdo pulmonar associada a malaria (MA-ALI/ARDS), sendo
considerados como alvos para a atenuacao de processos inflamatorios infecciosos.
Os receptores canabinoides do tipo 1 (CB1R) e tipo 2 (CB2R) tém sido investigados
como possiveis alvos terapéuticos anti-inflamatérios. Embora estudos tenham
abordado a modulagao desses receptores no sistema imune-inato, especialmente em
neutroéfilos, os mecanismos de ativacdo dessas células pelos receptores CB1 e CB2
ainda n&o foram completamente elucidados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
impacto da modulagao dos receptores canabinoides na ativagao de neutroéfilos e no
desenvolvimento da malaria grave pulmonar. Nossos resultados demonstraram que a
ativacao do CB:zR, através de seu agonista seletivo, JWH133 (10 uM), em neutrofilos
humanos estimulados in vitro com IL-8 (25 ng/mL), induziu significativa redugao na
migragao e na liberagdo de mediadores inflamatdérios (NO e TNF-a). Além disso, a
ativacado do CB:2R inibiu a liberacdo de NETs e EROs em neutrdfilos estimulados com
PMA (5 nM). Em contrapartida, a ativacdo do CB2R em neutrdfilos estimulados com
TNF-a (10 ng/mL) e IL-8 (25 ng/mL) resultou no aumento da liberagdo de NETs e
EROs, bem como indicou um possivel aumento da sobrevida desses neutrofilos.
Esses resultados sugerem que as agbes decorrentes da ativagdo do CB2R sao
estimulo-dependentes. Em experimentos in vivo, a infecgdo por P. berghei NK65 foi
associada ao aumento na produgao de mediadores inflamatérios, como TNF-a e
CXCL-1/KC, e a promocéao da ativacao e efluxo de neutrdéfilos da medula 6ssea para
a corrente sanguinea. Analises ex vivo revelaram maior quimiocinese em neutrofilos
isolados de animais infectados, enquanto o plasma desses animais induziu a
quimiotaxia de neutrdéfilos. O pré-tratamento com JWH133 (0,25, 0,5 e 1 mg/kg) em
camundongos C57/BL6 infectados por P.berghei NK65 néao alterou a parasitemia. No
entanto, a dose de 0,5 mg/Kg aumentou o peso relativo do pulméo e a contagem de
leucdcitos totais periféricos, apesar de reduzir o edema pulmonar. Por sua vez, a dose
de 0,25 mg/Kg reduziu a contagem de neutrofilos circulantes. Esses resultados
indicam que o JWH 133 parece modular alguns parametros da malaria grave pulmonar
e o influxo de neutrofilos para o sangue periférico. Em conjunto, nossos dados
ressaltam a importancia da ativagdao do CB2R nas acgdes efetoras de neutrofilos
isolados e durante o desenvolvimento da malaria grave pulmonar experimental.

Palavras-chave: MA-ALI/ARDS; inflamacao; neutrdfilos; receptores canabinoides.



Abstract

CORREA, Aryella Maryah Couto. Study of cannabinoid receptors in the activation of
neutrophils during acute lung injury caused by malaria. 2024. f. 412 Dissertagao
(Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

The inflammatory response plays a crucial role in the progression of severe
manifestations in malaria. Neutrophils are key cells in the development of malaria-
associated lung injury (MA-ALI/ARDS) and are considered targets for attenuating
infectious inflammatory processes. Type 1 (CB1R) and type 2 (CB2R) cannabinoid
receptors have been investigated as possible anti-inflammatory therapeutic targets.
Although studies have addressed the modulation of these receptors in the innate
immune system, especially in neutrophils, the mechanisms of activation of these cells
by CB1 and CB2 receptors have not yet been completely elucidated. The objective of
this work was to evaluate the impact of modulating cannabinoid receptors on the
activation of neutrophils and the development of severe pulmonary malaria. Our results
demonstrate that the activation of CB2R, through its selective agonist, JWH133 (10
MM), in human neutrophils stimulated in vitro with IL-8 (25 ng/mL), induced a significant
reduction in migration and the release of inflammatory mediators (NO and TNF-a).
Furthermore, CB2R activation inhibited the release of NETs and ROS in neutrophils
stimulated with PMA (5 nM). In contrast, CB2R activation in neutrophils stimulated with
TNF-a (10 ng/mL) and IL-8 (25 ng/mL) resulted in increased release of NETs and ROS,
as well as indicating a possible increase in the survival of these neutrophils. These
results suggest that the actions resulting from CB2R activation are stimulus dependent.
In in vivo experiments, P. berghei NK65 infection was associated with increased
production of inflammatory mediators, such as TNF-a and CXCL-1/KC, and the
promotion of neutrophil activation and efflux from the bone marrow into the
bloodstream. Ex vivo analysis revealed greater chemokinesis in neutrophils isolated
from infected animals, while plasma from these animals induced neutrophil
chemotaxis. Pretreatment with JWH133 (0.25, 0.5, and 1 mg/kg) in C57/BL6 mice
infected by P. berghei NK65 did not change parasitemia. However, the dose of 0.5
mg/kg increased the relative lung weight and total peripheral leukocyte count, despite
reducing pulmonary edema. In turn, the dose of 0.25 mg/kg reduced the circulating
neutrophil count. These results indicate that JWH133 appears to modulate some
parameters of severe pulmonary malaria and the influx of neutrophils into peripheral
blood.Taken together, our data highlight the importance of CB2R activation in the
effector actions of isolated neutrophils and during the development of severe
experimental pulmonary malaria.

Keywords: MA-ALI/ARDS; inflammation; neutrophils; cannabinoid receptors.
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INTRODUGAO

Neutroéfilos
Biologia celular dos neutroéfilos

Os neutrofilos sdo granulécitos polimorfonucleares produzidos a partir de
precursores mieloides de modo continuo na medula éssea, sendo um processo
regulado pelo fator estimulador de colénia de granulécitos (G-CSF)
(KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013). O neutréfilo apresenta diferentes fases durante
seu processo de maturacdo, sendo elas: mieloblasto, promielécitos, mieldcitos,
metamieldcitos, bastdo e por fim, polimorfonuclear segmentado. Os grénulos dos
neutrofilos sdo ricos em proteinas pro-inflamatdrias e sao classificados como granulos
primarios (azurdfilos) constituidos por mieloperoxidase (MPO), granulos secundarios
que contém lactoferrina e grénulos terciarios (de gelatinase), constituidos por
metaloproteinase de matriz 9 (MMP 9) (KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013). Além dos
granulos, os neutréfilos contém vesiculas secretoras, que geralmente transportam,
primeiramente, moléculas importantes para adesao celular, e por conseguinte os
granulos de gelatinase com proteases que promovem a digestdo da membrana basal
e/ou matriz extracelular (KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013).

Em relagdo ao seu papel biolégico, os neutréfilos sao classicamente descritos
como a primeira linha de defesa e componente essencial do sistema imune inato. S&o
classicamente descritos como células fagociticas profissionais em respostas
inflamatdrias agudas (KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013, TSAI, Chang-youh, HSIEH,
et al., 2021). Entretanto mais recentemente ja existe a compreensdo de que os
neutrofilos sejam células multipotenciais com uma diversidade de fungdes biologicas
essenciais, além da fagocitose (LIEW, Pei Xiong, KUBES, 2019, TSAI, Chang-youh,
HSIEH, et al., 2021).

Dentre as novas agbes biologicas descritas em neutrdfilos incluem: 1) a
producéo de diferentes tipos de citocinas, quimiocinas e/ou fatores de crescimento; 2)
a liberagcdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NET), ectossomos,
exossomos e 3) trogocitose (troca de membrana) com células vizinhas para modular
respostas imunes inatas e adaptativas. Além disso, os neutrofilos apresentam uma

heterogeneidade e plasticidade em diferentes contextos inflamatorios, dentre eles:
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cancer, doencas autoimunes, doencas reumatoides, cardiovasculares, doencas
pulmonares infecciosas e nao infecciosas (DENISET, SUREWAARD, et al., 2017,
KUBES, 2018, LOOD, BLANCO, et al., 2016, TSAI, Chang-youh, HSIEH, et al., 2021).
Também foi descrita a interagao dos neutréfilos com outras células nao classicamente
relacionada a imunidade como plaquetas, células epiteliais e endoteliais, tanto para
manuteng¢ao da homeostasia, como também em inflamag&o da mucosa e aterogénese
(CHRISTOFFERSSON, VAGESJO, et al., 2012, COLGAN, COMERFORD, et al.,
2002, KUBES, 2018). Recentemente, foi observado que a liberagdo de granuldcitos
de baixa densidade (LDG) da medula éssea desencadeia reagao autoimune sistémica
no lupus eritematoso sistémico (LES) (BENNETT, PALUCKA, et al., 2003, DENNY,
YALAVARTHI, et al., 2010, TSAI, C, LI, et al., 2019). Evidenciando que na aplicagéo
pratica, a identificacdo de certos fenodtipos de neutrofilos pode tornar-se fator
progndstico para o LES (TSAI, Chang-youh, HSIEH, et al., 2021).

A série de novas fungdes bioldgicas de neutrofilos descobertas nos ultimos
anos, modifica o entendimento desse leucécito como uma célula de apenas um
fendtipo e de tempo de vida util curto que desempenha funcao restrita a eliminacao
de patogenos no decorrer da resposta imune inata. Diferentes estudos, evidenciam os
neutrofilos como um membro importante da rede imunolégica e um regulador crucial
de processos fisioldgicos, de doengas crbénicas e da resposta imunoldgica adaptativa
(MANTOVANI, CASSATELLA, et al., 2011, SOEHNLEIN, LINDBOM, 2010, TSAI,
Chang-youh, HSIEH, et al., 2021).

Classicamente, na circulagdo sanguinea, os neutrofilos apresentam meia-vida
em média de 6 a 8 horas (CARNEVALE, CEGLIE, et al., 2023). Apds a sua ativagao
e migracao para os tecidos, pode ser observada a postergacéo de seu tempo de vida
(CASCAO, ROSARIO, et al, 2010). A vida util dos neutrdfilos pode ser
consideravelmente prolongada sob determinadas condi¢bes de ativacdo, como na
presenga de G-CSF, fator estimulador de col6nias de granulécitos-monécitos (GM-
CSF), interleucina 8 ( IL-8) e proteina C reativa, entre outros mediadores proé-
inflamatérios (PEREZ-FIGUEROA, ALVAREZ-CARRASCO, et al., 2021). Entretanto,
a morte celular de neutréfilos € um evento indispensavel tanto para a manutencao da
homeostase, regulando o numero de células circulantes, quanto para a resolugao da
infeccao ou inflamagao (HASLETT, SAVILL, et al., 1994, MAIANSKI, MAIANSKI, et
al., 2004, SAVIL, WYLLIE, et al., 1989). Desempenhando suas fungdes efetoras, os
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neutréfilos podem iniciar diferentes mecanismos de morte celular, dentre eles: a
apoptose, necrose e NETose (PEREZ-FIGUEROA, ALVAREZ-CARRASCO, et al.,
2021).

A apoptose € um tipo de morte celular programada, caracterizada por
alteragdes na estrutura, formato celular, além da condensagdo de cromatina
(KRYSKO, VANDEN BERGHE, et al., 2008, PEREZ-FIGUEROA, ALVAREZ-
CARRASCO, et al., 2021). Este mecanismo de morte celular pode ocorrer por duas
vias de sinalizagdo distintas: a via apoptética intrinseca ou extrinseca (PEREZ-
FIGUEROA, ALVAREZ-CARRASCO, et al., 2021).

No processo de morte por necrose, em contraste com a apoptose, € observado
um aumento de volume celular; descontinuidade da membrana plasmatica e liberacéo
de material intracelular; moderada condensacédo da cromatina; e ndo é observada a
ativacao de caspases (BERGHE, VANLANGENAKKER, et al., 2010, FESTJENS,
VANDEN BERGHE, et al., 2006, GOLSTEIN, KROEMER, 2006, PEREZ-FIGUEROA,
ALVAREZ-CARRASCO, et al., 2021). Geralmente os participantes do processo de
necrose, sdo os ions Ca?* e as EROs revisto por (PEREZ-FIGUEROA, ALVAREZ-
CARRASCO, et al, 2021). Entretanto, células necroticas liberam fatores
imunomoduladores que promovem a perpetuacao do processo inflamatério e por este
motivo € um tipo de morte que deve ser evitado (LI, Ming, CARPIO, et al., 2001,
PEREZ-FIGUEROA, ALVAREZ-CARRASCO, et al., 2021).

A NETose, que consiste no processo de liberacao de armadilhas extracelulares
por neutréfilos, foi descrito pela primeira vez no trabalho de Takei e colaboradores
(TAKEI, ARAKI, et al., 1996) como uma forma especial de morte celular programada
e caracterizada pela extrusdo do DNA em forma de teia com componentes granulares
(proteinas citoliticas) (BRINKMANN, REICHARD, et al., 2004, VOROBJEVA,
CHERNYAK, 2020). A NETose é uma das ultimas estratégias dos neutréfilos na
contencédo de agentes infecciosos e na restricdo do processo inflamatorio para que
ndo atinja os tecidos adjacentes (BRINKMANN, REICHARD, et al., 2004).
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Migragao de neutroéfilos

A maturagao de neutrofilos e sua liberagdo na corrente sanguinea é regulada
principalmente pela expressdo dos genes que codificam os receptores CXCR4 e
CXCR2 (EASH, GREENBAUM, et al., 2010, HIDALGO, CHILVERS, et al., 2019). No
processo de maturagdo dos neutrofilos, a expressdo do CXCR4 é regulada
negativamente, enquanto a expressdao do CXCR2 é aumentada. Além disso, a
presenca abundante de CXCL2 na circulacdo desencadeia o efluxo de neutrdfilos, da
medula 6ssea para o sangue periférico (HIDALGO, CHILVERS, et al.,, 2019). Os
neutrofilos maduros, majoritarios na circulagdo, expressam os receptores de
quimiocinas CXCR1 e CXCR2 e a presenga de seus ligantes s&o fundamentais para
o recrutamento de neutréfilos para os tecidos inflamados (CAPUCETTI, ALBANO, et
al., 2020).

A quimiotaxia foi descrita como um movimento guiado de células em resposta
a sinais quimicos liberados a partir de uma fonte distante (PETRI, SANZ, 2018). A
quimiotaxia de neutrdfilos pode ser sumarizada por trés processos diferentes: 1)
deteccdo de gradiente; 2) polarizagdo; e 3) motilidade celular (IGLESIAS,
DEVREOTES, 2008) que pode ser induzida por diferentes quimioatraentes de
diversas origens. Os neutréfilos possuem receptores para quimioatraentes que podem
ser divididos em quatro familias: lipideos (principalmente, fator agregador de
plaquetas - PAF e, leucotrieno B4 - LTBa4); peptideos N-formilados (N-formyil-I-
methionyl-I-leucyl-I-phenylalanine - fMLP); anafilotoxinas do complemento
(componente complemento 5a - C5a) e quimiocinas (liganteS de quimiocinas CXC -
CXCL1/GRO-a, CXCL2/GRO-f, CXCL3/GRO-y, CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP-2,
CXCL7/NAP-2 e CXCL8/IL-8) (KRAUS, GRUBER, 2021, PETRI, SANZ, 2018). Dentre
os diferentes quimioatraentes de neutréfilos observa-se tanto moléculas enddgenas
como: C5a, LTB4 e CXCL8, produtos liberados durante respostas inflamatoérias, como
também moléculas exdgenas, como fMLP liberado por bactérias (KRAUS, GRUBER,
2021). Independente da sua natureza quimica, a maioria dos quimioatraentes exerce
a sua agao através da sua ligagao a receptores especificos acoplados a proteina G
(GPCRs), que regulam complexas cascatas de sinalizagdo intracelular (ARRAES,
FREITAS, et al., 2006).
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Ainda neste contexto, a quimiocina CXCL8 (IL-8) em humanos foi o primeiro
fator quimiotatico de neutrofilos purificado e clonado molecularmente, sendo
considerado um importante ativador e agente antiapoptotico para neutréfilos (DAS,
RAJAGOPALAN, et al., 2010, MUKAIDA, 2003). A CXCL8 humana (IL-8) liga-se aos
receptores CXCR1/CXCR2 ativando os neutréfilos e desencadeando vias de
sinalizagao acopladas a proteina G e B-arrestina. Agindo em conjunto, essas proteinas
orquestram o movimento dos neutrofilos do sangue para o tecido infectado / lesado.
Além disso, ambas as vias desempenham papéis importantes € ndo sobrepostos
sobre diferentes agdes efetoras de neutréfilos a degranulagéo e explosédo oxidativa
(RAJARATHNAM, SCHNOOR, et al.,, 2019), o que pode propiciar a formagao de
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) (AMULIC, CAZALET, et al., 2012,
STILLIE, FAROOQ, et al., 2009). Estudos ja demonstraram que a ativacdo de
neutréfilos por CXCL8 causa atraso na apoptose. Além de aumento na producgao de
citocinas e EROs (DALBONI, ABE, et al., 2013).

Mediadores inflamatorios

Os neutrdfilos sao reconhecidos tanto por produzir e liberar mediadores, quanto
por serem modulados por estes mediadores dentre os quais, tem-se o Oxido nitrico
(NO) (ABBAS, LICHTMAN, et al., 2019, EVANS, BUTTERY, et al., 1996, SECCO,
PARON, et al., 2004). O NO é uma molécula gasosa pequena, que apresenta um
tempo de meia-vida curto e € produzida por uma grande diversidade de tipos celulares.
Em mamiferos a produgao do NO se da a partir de L-arginina e oxigénio pela familia
de enzimas, 6xido nitrico sintase (NOS). Essa molécula possui uma variedade de
papéis fisioldgicos e fisiopatoldgicos bem estabelecido (NOLAN, DIXON, et al., 2008).
E descrito na literatura que os neutréfilos humanos expressam todas as trés enzimas
da familia NOS (BRYANT, MEHTA, et al., 1992, DE FRUTOS, SANCHEZ DE
MIGUEL, et al., 2001, EVANS, BUTTERY, et al., 1996, NOLAN, DIXON, et al., 2008,
TSUKAHARA, MORISAKI, et al., 2001), entretanto, a 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) é a unica expressa constitutivamente e a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS)
pode ser induzida durante as respostas imunes e inflamatorias por lipopolissacarideos
bacterianos e citocinas, como TNF-a, IL-1, IFN-y, a, e § (ALDERTON, COOPER, et
al., 2001, KNOWLES, MONCADA, 1994, SECCO, PARON, et al., 2004).
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Os neutréfilos quando ativados produzem uma grande quantidade de EROs,
resultando em uma mudancga no equilibrio redox, em direcdo as reagdes oxidativas,
caracterizando um processo chamado de estresse oxidativo (WOJCIK, GEGOTEK, et
al., 2021). A grande producao de EROs pelos neutréfilos via enzima nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) oxidase pode ser decorrente do
processo de fagocitose de patégenos, uma vez que um patdégeno quando fagocitado
pode ser eliminado por mecanismos dependentes de oxigénio (WOJCIK, GEGOTEK,
et al., 2021). As altas taxas de EROs ativam fatores de transcrigdo, como NF-kf3 e Nrf2
0 que resulta na reducdo da biossintese de proteinas antioxidantes e aumento de
fatores proé-inflamatorios e desta forma exacerbam a inflamacgao e ativacao de células
imunes (AMBROZEWICZ, WOJCIK, et al., 2018, WOJCIK, BIERNACKI, et al., 2019,
WOJCIK, GEGOTEK, et al., 2021).

A habilidade dos neutrofilos de atuar efetivamente em multiplos processos
fisiologicos e patologicos se correlaciona com a sua capacidade de secretar diversas
citocinas (TAMASSIA, BIANCHETTO-AGUILERA, et al., 2018). As citocinas s&o
moléculas pequenas (8—26 kD) altamente ativas e sintetizadas, majoritariamente, por
células do sistema imunolégico. Na homeostase as concentragbes de citocinas proé-
inflamatdrias circulantes sao baixas ou indetectaveis, sendo a sua producgio
estimulada durante reagdes inflamatérias e imunoldgicas, (GIERLIKOWSKA,
STACHURA, et al., 2022). Além disso, as citocinas modulam diferentes processos,
tais quais proliferacdo, diferenciacdo e mobilidade celular (GIERLIKOWSKA,
STACHURA, et al., 2022). Ja é descrito que os neutrofilos sdo capazes de produzir:
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-18), interleucina 8 (IL-8),
fator de crescimento tumoral beta 1 (TGF-B1), interleucina 1 (IL-1ra), interleucina 6
(IL-6), interferon alfa (IFN-a), fator estimulador de colbénia granulocitarias (G-CSF),
fator estimulador de colénia macrofagica (M-CSF), fator estimulador de colbnia
granulécito — macrofagos (GM-CSF), e interleucina 12 (IL-12) revisto por (TSAl,
HSIEH, et al., 2021). Essas citocinas proé-inflamatérias sdo produzidas e secretadas,
em conjunto com enzimas liberadas de granulos de neutrdfilos (incluindo elastase de
neutrofilos (NE), mieloperoxidase (MPQO), azurocidina, enolase-1 e lisozima)
(CASSATELLA, OSTBERG, et al., 2019, CHAN, KARIMI, et al., 2021) e, acredita-se
que isso contribua para a imunopatogénese da tempestade de citocinas observada

em grandes processos inflamatarios.
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Mecanismos celulares e moleculares da NETose

Classicamente, a NETose é considerada um processo de morte celular.
Entretanto, estudos mais recentes demonstram um processo de NET vital, no qual a
viabilidade dos neutréfilos ndo € comprometida (YIPP, PETRI, et al., 2012, YOUSEFI,
MIHALACHE, et al., 2009).

As NETs sdo compostas por cromatina descondensada que quando liberadas
formam estruturas em forma de teias no meio extracelular (PIRES, FELIX, et al.,
2016). Através da microscopia eletrbnica de varredura foi observado as NETs s&o
compostas por filamentos de DNA de 15 a 17 nm de diametro e muitas substancias
esféricas com um didmetro de cerca de 25 nm, que provavelmente sao proteinas
nucleares, incluindo histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4 (BRINKMANN, REICHARD, et
al., 2004, LI, Tiewei, ZHANG, et al., 2020), proteinas granulares dentre elas NE, MPO,
catepsina G, defensinas de neutrofilos e proteinas citosolica (como proteinas de
ligacdo ao calcio S100 A8, A9 e A12, bem como actina e a-actinina) (BRINKMANN,
REICHARD, et al., 2004, CHAPMAN, LYON, et al., 2019, PETRETTO, BRUSCHI, et
al., 2019, URBAN, ERMERT, et al., 2009). Além disso, outros estudos descrevem
MMP-9 (ALBRENGUES, SHIELDS, et al., 2018, CARMONA-RIVERA, ZHAO, et al.,
2016), fator tecidual (TF) (KAMBAS, MITROULIS, et al., 2012), fator de von Willebrand
(VWF) e fibrinogénio (FUCHS, BRILL, et al., 2010, LI, Tiewei, PENG, et al., 2020) como
componentes que podem constituir as NETs.

A formacao de NETs pode ser induzida por diferentes estimulos de ativagao de
resposta pro-inflamatdria de neutrdéfilos, dentre eles: i) patégenos, como bactérias,
fungos, protozoarios, virus, bem como componentes da parede celular bacteriana,
lipopolissacarideos (LPS); ii) anticorpos e complexos imunes, citocinas e quimiocinas
(IL-8, TNF-a) e microcristais (PINEGIN, VOROBJEVA, et al., 2015, VOROBJEVA,
PINEGIN, 2014a).

Embora a importancia fisiopatolégica da NETose ja tenha sido demonstrada,
os mecanismos celulares da NETose ainda se encontram em processo de elucidacao
(THIAM, WONG, et al., 2021). Dentre os conhecimentos ja obtidos, € sabido que a
ativacao dos neutrofilos € um pré-requisito para a ocorréncia da NETose. O processo
se inicia com a ativacao de receptores de superficie, ativagdo das vias de sinalizagao

intracelular e alteracao da concentracao de calcio intracelular, promovendo assim a
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ativacdo de cascatas de sinalizacdo de quinase e por consequéncia producido de
EROs (THIAM, WONG, et al., 2021). Os receptores que estdo envolvidos na mediagao
dos mecanismos relacionados aos processos de NETose sao os receptores de
reconhecimento de padrdes, dentre eles receptores do tipo toll-like, do tipo NOD-like,
e lectina do tipo C; receptores do sistema complemento; receptores Fc; receptores de
quimiocina (CHEN, LI, et al., 2021) (Figura 1).

A descondensacgdo da cromatina € a principal alteragdo morfolégica que
caracteriza e diferencia o processo de NETose em comparacdo com outros processos
de morte celular, tais quais apoptose, necrose ou piroptose (GOLDMANN, MEDINA,
2013, THIAM, WONG, et al., 2021). Acredita-se que este processo seja mediado por
modificagdes pos-traducionais das histonas, dentre eles a clivagem mediada por
proteases (PAPAYANNOPOULOS, METZLER, et al., 2010) e a citrulinagdo mediada
por PAD4, sendo esta segunda a mais bem caracterizada (WANG, LI, et al., 2009).
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Figura 1: Receptores e vias de sinalizagdo envolvidos no processo de NETose
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Legenda: Em resposta a diferentes estimulos, os neutréfilos participam de uma resposta através de
seus receptores de superficie, incluindo receptores Toll-like (TLRs); receptores de lectina tipo C (CLRs);
receptores de complemento (CR); Receptores Fc (FcR); receptores de quimiocinas (CXCRs);
receptores do tipo NOD (NOD1/2); potencial receptor transitério melastatina 2 (TRPM2); e receptor-2
ativado por protease (PAR-2), iniciando a sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitégeno p38
(MAPK) e produzindo EROs, que ativam MPO, NE e PAD4. Posteriormente, NE e MPO ativados sao
transferidos para o nucleo para promover maior desdobramento da cromatina, destruindo assim a
membrana nuclear, que tem como fatores desencadeantes: microrganismos patogénicos, ICs, HMGB1,
oxLDL, H202 e mtDNA, induzem a NETose dependente de NOX. No entanto, na via da NETose
independente de NOX, microrganismos patogénicos como a levedura C. albicans ndo opsonizada
interage com CLRs (Dectin 2) e 0 SARS-CoV-2 se liga a enzima de conversao da angiotensina 2 (ECA2)
e a protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) para ativar o PAD4, que pode levar a citrulinagao de
histonas e participar da descondensacéo da cromatina. Posteriormente, a cromatina € liberada no
citoplasma, onde é decorada com granulos e proteinas citoplasmaticas. No entanto, para alguns outros
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microrganismos (M.bovis, A. actinomycetemcomitans, A. viscosus), IL-8, ligantes 1 da glicoproteina P-
selctina (PSGL-1), ainda nao esta claro se o0 mecanismo especifico de formacao de NET requer EROs
Fonte: Adaptado de (CHEN, LI, et al., 2021).

Diversidade de NETose

Na literatura, ja séo descritos diversos indutores de NETose in vitro, dentre
estes os indutores quimicos como PMA e perdoxido de hidrogénio; os indutores
biolégicos como citocinas (IL-8; TNF- a; IL-1 B) e plaquetas ativadas; mensageiros
intracelulares como calcio; produtos bacterianos como LPS e patégenos dentre eles
S. aureus, P. aeruginosa e M. bovis. Diferentes indutores de NETose resultam na
ativacdo de diferentes mecanismos para a sua liberagao (Figura 2). Até o presente
momento, pelos menos trés vias de formagao de NET foram hipotetizadas: (1) classica
ou litica; (2) a vital ndo litica mediada por vesiculas e, (3) a vital n&o litica resultante
de DNA mitocondrial (LI, Tiewei, ZHANG, et al., 2020). Na NETose classica ou litica:
a membrana nuclear é degradada enzimaticamente mediante estimulagcédo externa. A
NETose induzida por PMA é um exemplo classico de NETose litica, no qual ja é
descrito que as serinas proteases, NE e MPO, contribuem para descondensacao da
cromatina e lise celular (PAPAYANNOPOULOS, METZLER, et al., 2010). Na NETose
vital - mediada por vesiculas, o nucleo do neutroéfilo, caracteristicamente lobular, torna-
se redondo e a cromatina é uniformemente concentrada. Na sequéncia a membrana
nuclear é rompida e as vesiculas envoltas com DNA direcionam-se para a membrana
celular com as quais se fundem e a NET ¢ liberada por vesiculas. Um agente indutor
deste tipo de NETose é a Staphylococcus aureus (PILSCZEK, SALINA, et al., 2010).
Na NETose vital resultante de DNA mitocondrial, os mecanismos moleculares
relacionados ainda nao foram elucidados. Os poucos trabalhos presentes na literatura
relatam que este processo de NETose é dependente de EROs (KESHARI, JYOTI, et
al., 2012, LOOD, BLANCO, et al., 2016, YOUSEFI, MIHALACHE, et al., 2009).
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Figura 2: Mecanismos de formagéo de NETs litica e n&o litica
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Legenda: Diferengcas ente as vias de sinalizacdo da (A) NETose litica que resulta na morte do
neutrofilos e (B) NETose nao litica, a qual mantém os neutréfilos vivos e com agbes efetoras. Fonte:

Adaptado de (CASTANHEIRA, KUBES, 2019).

NETose em doencgas infecciosas

Em processos inflamatérios infecciosos, as NETs sao liberadas visando a
defesa do hospedeiro, através do aprisionamento e morte dos microrganismos uma
vez que as armadilhas (NETs) apresentaram uma alta concentragdo de moléculas
antimicrobianas aderidas (CASTANHEIRA, KUBES, 2019). Ja foi demonstrada a agao
das NETs em combate a fungos como o C albicans e Aspergillus fumigatus que foram
sequestrados pelas NETs liberadas por neutréfilos humanos in vitro e por NETs
presentes no pulmao de camundongos infectados in vivo, respectivamente (BRUNS,
KNIEMEYER, et al., 2010, URBAN, REICHARD, et al., 2006). Ja foi demonstrado que
as NETs liberadas por neutréfilos expostos a eritrocitos infectados por Plasmodidum
spp no decorrer da infecgao contribuiram para o controle da malaria, bem como para
contengao da disseminagao do patégeno (RODRIGUES, PRESTES, GAMA, SILVA,
PINHEIRO, RIBEIRO, CAMPOS, ID, et al., 2020).
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Malaria
Malaria grave

A OMS descreve a malaria como uma doenga potencialmente fatal causada
por protozoarios, do género Plasmodium spp, que s&o transmitidos as pessoas por
meio da picada de fémeas de mosquitos Anopheles infectadas (WHO, 2024).
Atualmente, sdo descritas nove espécies de parasitas de Plasmodium clinicamente
importantes responsaveis pela doenca em humanos, sendo elas: P. falciparum, P.
vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi, P. cynomolgi, P. brasilianum, P. simium e P.
inui, em que as cinco ultimas sao infec¢des zoondticas. A infecgao por P. brasilianum,
P. simium e P. inui ainda que tenham apresentado aumento na deteccéo ainda sao
formas de infecgéo rara (BRASIL, ZALIS, et al., 2017, LALREMRUATA, MAGRIS, et
al., 2015, LIEW, Jonathan W K, BUKHARI, 2021, NGUEE, BARBOZA, et al., 2022,
SINGH, SUNG, et al., 2004, TA, HISAM, et al., 2014). Em contrapartida, o P. vivax e
principalmente o P. falciparum sao os responsaveis pelas infecgdes mais graves,
sendo assim as principais causas da manifestacdo da forma complicada/ grave da
doenca e morte (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022, OLLIARO, 2008, PRICE, TJITRA,
et al., 2007) e (WHO, 2024). Ainda de acordo com a OMS, em 2022, foram estimados
249 milhdes de casos e 608 mil mortes por malaria evidenciando a sua alta morbidade
e mortalidade (WHO, 2024) e (ORGANIZATION, 2023)

As manifestag¢des clinicas e a gravidade da malaria vdo depender do estado
imunolégico do hospedeiro, da histéria de infecgao, da viruléncia do parasita e das
variagbes genéticas tanto no hospedeiro quanto no parasita. Os sintomas podem ser
de leves até fatais. Os sintomas leves sao febre, calafrios e dor de cabeca, o que
dificulta o diagnostico para malaria podendo ser confundido com doengas gripais. Os
sintomas graves incluem fadiga, confusdo mental, convulsdes e dificuldade para
respirar (WHO, 2023). De modo geral, as infecgbes por Plasmodium nao sao
complicadas e se resolvem rapidamente com diagnostico precoce e tratamento
imediato com combinagdes antimalaricas preconizadas (PLUIJM, AMARATUNGA, et
al., 2021). Entretanto, caso ocorra um diagnéstico tardio ou incapacidade de eliminar
as formas sanguineas do parasita, propicia as manifestagées graves da doenca,
principalmente, quando a infecgcado é causada pela espécie P. falciparum (NGUEE,
BARBOZA, et al., 2022).
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A manifestagao clinica da malaria grave é ocasionada em decorréncia de uma
intensa resposta inflamatéria sistémica, provocada por diversos fatores como adesao
de leucdcitos a microvasculatura dos 6rgaos, hemacias parasitadas obstruindo o fluxo
sanguineo, e producédo exacerbada de mediadores inflamatérios (JR MILNER, 2018,
MILNER, VALIM, et al., 2013, MILNER, WHITTEN, et al., 2014). A ativagao de células
inflamatérias como mononucleares e polimorfonucleares, leva a producao de TNF-a
e IL-12, respectivamente (DEROOST, PHAM, et al., 2015, GAZZINELLI, KALANTARI,
et al., 2014). As citocinas mencionadas por sua vez, promovem a ativagao de outras
células do sistema imune inato como as células “natural killers” (NK) que produzem
interferon- y (IFN- y). O resultado da ativagdo do sistema imune inato e a produg¢ao
das citocinas, IL-12 e IFN- y, € uma ampliagcdo na ativagao de mondcitos e macrofagos
resultando em um aumento da fagocitose de hemacias infectadas, a producgao e
liberacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), objetivando a
morte do parasita (GOWDA, 2007).

O estabelecimento de intensa resposta inflamatdria, acontece em 6érgéos
diferentes e com intensidades variadas. No pulm&o especificamente, o agravo da
doenga pode resultar em desconforto respiratorio e edema pulmonar (SOUZA, SILVA,
et al., 2013, TAYLOR, HANSON, et al., 2012) tendo a lesdo aguda pulmonar (ALlI) e
sindrome do desconforto respiratério aguda (ARDS) como a manifestagao clinica mais
grave da malaria pulmonar. Em casos fatais de malaria foi observado um marcado
infiltrado inflamatério no tecido pulmonar em necropsias (MILNER, VALIM, et al.,
2013).

Malaria grave pulmonar

Durante a malaria grave, depois do cérebro, o pulm&o é o érgdo mais afetado.
A disfuncdo pulmonar desenvolvida decorrente dessa doencga, tem como causa a
adesdo das hemacias infectadas a microvasculatura pulmonar, resultado direto ou
indireto da inflamagao intravascular (PADUA, 2016). Esses eventos resultam em ALI
e possivelmente ARDS, uma complicagado da malaria grave menos caracterizada, em
comparagao com a malaria cerebral mais letal. A letalidade da MA-ALI/ARDS esta
diretamente relacionada com diversos fatores, dentre eles: a viruléncia das espécies

de Plasmodium, condi¢gdo imunoldgica, comorbidades, infec¢gdes ou disturbios pré-
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existentes, momento e eficacia dos tratamentos administrados e disponibilidade de
terapias de manejo respiratério (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022).

Em pacientes que desenvolvem MA-ALI/ARDS é observado edema e redugao
de funcéo pulmonar (ANSTEY, JACUPS, et al., 2002, MAGUIRE, HANDOJO, et al.,
2005). Em cortes pulmonares humanos post-mortem, € possivel observar alteragdes
histopatoldégicas como edema pulmonar, inflamagédo, hemorragias e dano alveolar
(TAYLOR, Walter R J, HANSON, et al., 2012). A lesdo aguda pulmonar decorrente do
agravo da infecgao por Plasmodium spp resulta em dano epitelial, bem como em
infiltrado inflamatorio no espago alveolar, aumento de citocinas pro-inflamatoérias e
recrutamento de neutrdéfilos que, quando ativados, promovem a producgao e liberagao
de mediadores inflamatérios, destacando proteases e EROs, levando a amplificagao
do processo inflamatdrio e injuria tecidual no pulmao (AITKEN, NEGRI, et al., 2014,
DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013, ORTOLAN, SERCUNDES, et al., 2014). Os
altos niveis de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias no soro: TNF-a, IL-1p3, IL-6,
IL-8, IL-17, IFN-y, IP-10/CXCL10 (liga-se a CXCR3) e MCP-1/CCL2 (liga-se a CCR2)
revisto por (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022), e niveis reduzidos de citocinas anti-
inflamatdrias, TGF-B (ANDRADE, REIS-FILHO, et al., 2010, NGUEE, BARBOZA, et
al., 2022), sao descritas em quadros de malaria grave cerebral em humanos, mas o
mesmo nao é amplamente conhecido em pacientes com MA-ALI/ARDS devido a

grandes limitagdes.

As citocinas envolvidas no desenvolvimento da MA-ALI/ARDS s&o descritas a
partir de modelos experimentais de malaria, nos quais sdo possiveis as analises dos
tecidos pulmonares e do lavado broncoalveolar de camundongos infectados. A analise
desses materiais revelou correspondéncia com citocinas e quimiocinas aumentadas
no soro de pacientes com malaria grave como: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-y,
MCP-1/CCL2, MIP-2/CXCL2, IP-10/CXCL10, KC/CXCL1, VEGF, PIGF (placental
growth factor) revisto por (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022). Estas correlagbes
reiteram a importancia dos modelos experimentais em roedores para melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na MA-ALI/ARDS, bem como validagéo de
hipéteses e descobertas de possiveis alvos para futuras intervencées (NGUEE,
BARBOZA, et al., 2022). Até o momento, sdo descritas quatro espécies de roedores

Plasmodium: P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi e P. vinckei que s&o inoculadas em
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diferentes cepas de camundongos para o desenvolvimento e avaliagdo experimental
da MA-ALI/ARDS (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022).

O quadro de lesado pulmonar aguda consequente da malaria (MA-ALI) também
€ observado em modelos experimentais. Animais infectados com P. berghei induzem
uma resposta inflamatoria apds 24h da infecgdo (SOUZA, SILVA, et al., 2013). Essa
resposta € caracterizada por um acentuado infiltrado leucocitario, producdo de
citocinas e quimiocinas proé- inflamatérias no tecido pulmonar (AITKEN, NEGRI, et al.,
2014, DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013, EPIPHANIO, CAMPOS, et al., 2010,
SOUZA, Mariana C, SILVA, et al., 2013). A quantidade de hemacias parasitadas nos
pulmdes determina a dimensdo da producdo de quimiocinas como proteina
quimiotatica de mondécito1 (MCP-1/CCL2), ligante 1 de quimiocinas CXC
(KC/CXCL1), ligante 5 de quimiocinas CC (CCL5) e ligante 2 de quimiocinas CXC
(CXCL2) que estdo associadas ao acumulo de leucdcitos no tecido pulmonar
(BELNOUE, POTTER, et al., 2008, DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013, SOUZA,
SILVA, et al., 2013, STEEN, GEURTS, et al., 2010, TAYLOR, W. R.J., WHITE, 2002,
ZARBOCK, BISHOP, et al., 2010). No infiltrado inflamatério pulmonar além das células
mononucleares tem-se a presenga de neutrofilos (AITKEN, NEGRI, et al., 2014).

Malaria grave pulmonar e neutroéfilos

A infecgao por malaria desencadeia um processo inflamatério caracterizado por
um intenso infiltrado leucocitario no parénquima pulmonar (AITKEN, NEGRI, et al.,
2014, DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013). Neste local ha intima interagao entre
os leucécitos e o endotélio que contribui para patogénese da MA-ALI/SDRA e é um
evento comum a infecgdo em humanos e em animais (SOUZA, SILVA, et al., 2013,
TAYLOR, HANSON, et al., 2012).

Nos espacos alveolares e intersticiais do pulmao infectado por Plasmodium, os
neutrofilos sdo observados associados a hemacias, monocitos e linfocitos
(MACPHERSON, 1985, TAYLOR, Walter R J, HANSON, et al., 2012). Durante muitos
anos o papel dos neutréfilos na malaria foi negligenciado, entretanto estudos recentes
se dedicaram a melhor compreender a participacdo dessas células no
desenvolvimento e agravamento da malaria e foram descritas agdes protetoras e
deletérias revisto por (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022). Os neutrodfilos tém um papel

fundamental na lesdo pulmonar decorrente da malaria (Figura 3), pois séo recrutados
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para o pulm&o onde liberam EROs, espécies reativas de nitrogénios (ERNs), MPO,
mediadores lipidicos, citocinas inflamatdrias, elastase de neutrofilos e
metaloproteinase de matriz (MMP), podendo resultar em dano epitelial e endotelial
(SERCUNDES, ORTOLAN, et al., 2016).

A analise dos pulmdes de paciente infectado com P. falciparum grave do
sudeste asiatico relataram a presenca de elastase de neutrofilos e neutréfilos no
pulmdo, mesmo quando nao foi observado o edema pulmonar (AMPAWONG,
CHAISRI, et al., 2015). Da mesma forma, analises pds-morte de pulmdes de pacientes
com MA-ALI/SDRA em decorréncia da infeccdo por P. vivax demonstraram edema
pulmonar e acumulo de células inflamatorias nos espacgos intersticiais e alveolares,
dentre estas células foram identificados os neutréfilos (COSTA, LOPES, et al., 2012,
LACERDA, MOURAQO, et al., 2012). Um estudo de coorte indiano, apresentou dados
que mostram que no sangue periférico de pacientes com malaria grave o numero de
neutréfilos era maior quando comparado com pacientes com casos de malaria nao
grave (MAHANTA, KAR, et al., 2015).

Ja em modelos experimentais murinos, diferentes grupos de pesquisa
observaram o aumento dos neutréfilos no lavado broncoalveolar com diferentes cepas
de camundongos, cepa de Plasmodium e tempos, dentre eles: Sercundes e colabores
(2016), demonstraram um marcado aumento de neutréfilos em camundongos DBA/2
infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA) em 7 dias apos a infecgao (7 dpi)
(SERCUNDES, ORTOLAN, et al., 2016), e Van den Steen e colaboradores (2010),
evidenciaram aumento de neutréfilos tanto em camundongos C57BL/6 infectados por
PbA em 7-8 dpi e C57BL/6 infectados por Plasmodium berghei NK65 (PbNK65) em
10 dpi (STEEN, GEURTS, et al., 2010).

Objetivando compreender e investigar o papel dos neutréfilos na patogénese
da MA-ALI/SDRA, Sercundes e colaboradores (2016) desenvolveram um estudo
utilizando camundongo DBA/2 infectado com PbA. Os dados revelaram que durante
a MA-ALI/SDRA experimental ha migracdo e acumulo de neutréfilos no pulméao, os
quais sintetizam ativamente EROs, MPO assim como NETs (SERCUNDES,
ORTOLAN, et al., 2016). Por outro lado, a deple¢ao dos neutréfilos com AMD3100
(antagonista CXCR4) ou a inibicdo da formagédo das NETs com Sivelestat (inibidor da
elastase neutrofilica) ou ainda a destruicdo das NETs com Pulmozyme (DNase
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recombinante humana) promoveram melhora nos parametros respiratérios,
histopatoldgicos do tecido pulmonar e na sobrevida dos camundongos reduzindo
assim o desenvolvimento da MA-ALI/SDRA. Esses estudos corroboram a hip6tese da
dependéncia e do papel essencial de neutrdfilos para o estabelecimento da ALI/SDRA
decorrente do agravo da malaria (SERCUNDES, ORTOLAN, et al., 2016).

Existem varios fatores que podem induzir a formagao de NET durante infecgbes
por Plasmodium spp. Dentre eles pode-se destacar produtos do metabolismo do
parasita durante o desenvolvimento da infecgdo que sdo acumulados e liberados apos
a ruptura de hemacias infectadas (DELGADO, TY, et al., 2015). Além disso, outros
fatores que podem propiciar a liberacdo das NETs durante a infecgao por Plasmodium
spp, sdo as citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a e IL-8, que estdo aumentadas no
processo inflamatdrio infeccioso (DUNST, KAMENA, et al., 2017). O H202 secretado
por células inflamatérias estimuladas pelo parasita também pode contribuir para
liberacdo das NETs, como ja demonstrado in vitro (HOPPENBROUWERS, AUTAR, et
al., 2017, PERCARIO, MOREIRA, et al., 2012, VASQUEZ, ZUNIGA, et al., 2021).

Assim como indicado por Sercundes e colaboradores (2016), na literatura
atualmente, ja sdo encontrados outros trabalhos os quais relatam o possivel papel das
NETs no controle do crescimento de parasitas durante a malaria (SERCUNDES,
ORTOLAN, et al., 2016). Dentre eles, Kho e colaboradores (2019), descreveram que
a formagcao de NET foi inversamente proporcional aos niveis de parasitemia em
pacientes com malaria ndo complicada (KHO, MINIGO, et al., 2019).

Ja em modelos experimentais de malaria murina, Rodrigues e colaboradores,
observaram que a inibigGo da NETose pelo uso de Pulmozyme aumentou a
parasitemia em camundongos infectados por PbA e reduziu a sobrevida. Por outro
lado, o mesmo tratamento n&o apresentou este efeito na infeccdo por P. chabaudi,
quando foi observada uma melhora significativa nos parametros histopatolégicos no
tecido pulmonar (RODRIGUES, PRESTES, GAMA, SILVA, PINHEIRO, RIBEIRO,
CAMPOS, COELHO, et al., 2020). Neste mesmo estudo, foi demonstrado que tanto
neutréfilos humanos em resposta a eritrocitos infectados por P. falciparum, quanto
neutréfilos murinos em resposta a eritrécitos infectados por PbA liberam NET em um
processo independente de EROs (RODRIGUES, PRESTES, GAMA, SILVA,
PINHEIRO, RIBEIRO, CAMPQOS, COELHO, et al., 2020).
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No contexto da participagcdo de neutrofilos na MA-ALI/ARDS, Sercundes e
colaboradores ainda sugerem que os inibidores: AMD3100, Sivelestat e Pulmozyme,
considerados imunomoduladores, poderiam ser utilizados como tratamentos
adjuvantes aos antimalaricos para prevenir o dano pulmonar em pacientes
(SERCUNDES, ORTOLAN, et al.,, 2016). Essa sugestdo corrobora com outros
estudos que ja demonstraram o tratamento com DNase recombinante humana
(rhDNase) previne a formagéo de NET nos alvéolos, promovendo melhora da fungao
pulmonar e a redugao da hipdxia em modelo de lesdo pulmonar aguda. Além disso,
sabe-se que esse tratamento reduz a ativagdo e o acumulo de neutréfilos em
pacientes com fibrose cistica (THOMAS, CARBO, et al., 2012, VOROBJEVA,
PINEGIN, 2014b).

Apesar dos estudos apresentados, os neutréfilos na malaria continuam pouco
estudados. Até o momento, esses leucécitos desempenham um papel dual e por
vezes controversos a depender de diferentes fatores relacionados tanto ao
hospedeiro, quanto ao parasita para o estabelecimento do processo inflamatério tao

relevante para o agravo da malaria.
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Figura 3: Papel do neutrofilo na patologia da malaria
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Legenda: Os neutréfilos desempenham papéis importantes na defesa imunitaria contra a malaria
através da eliminacdo de parasitas pela fagocitose mediada por anticorpos, produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e NETose. A mobilizagdo de granulécitos induzida por CXCL1/CXCL8
aumenta o numero de neutréfilos na circulagdo, incluindo neutrdéfilos imaturo. Os neutréfilos no sitio
inflamado liberam granulos téxicos contendo mieloperoxidase (MPQO), elastase de neutréfilos (NE) e
metaloproteinase de matriz-8 (MMP-8), que causam danos ao endotélio, resultando em apoptose das
células endoteliais e subsequentemente edema. A participagao dos neutréfilos envolve também o
recrutamento e ativagdo de neutréfilos induzidos por interferon tipo | (IFN). Fonte: Adaptado de
(POLLENUS, GOUWY, et al., 2022).

Sistema endocanabinoide

Na década de 1990, a clonagem molecular tornou conhecidos dois receptores de
membrana acoplados a proteina G especificos para canabinoides derivados de
plantas, como o delta-9-tetrahidrocannabinol (delta-9-THC ou apenas "THC") em
células de mamiferos. Esses receptores foram nomeados como receptores
canabinoides do tipo 1 (CB1R) e do tipo 2 (CB2R). A presenca de receptores de
membrana especificos para canabinoides iniciou a busca por ligantes enddégenos. Em
1988, um complexo sistema molecular/ biolégico foi descoberto pelos pesquisadores
Allyn Howlett e W.A. Devane, o qual foi denominado sistema endocanabinoide revisto
por (LOWE, TOYANG, et al., 2021). Essa descoberta propiciou a identificacdo da
anandamida (AEA) em 1992 revisto por (MCHUGH, ROSS, 2009). Em 1995, o
segundo ligante enddgeno foi identificado, o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) revisto por
(MCHUGH, ROSS, 2009).
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Atualmente, ja s&o descritos diversos componentes amplamente distribuidos por
tecidos e células em mamiferos, que compdem o sistema endocanabinoide, que
incluem receptores, ligantes e enzimas estas ultimas envolvidas na biossintese e
degradagdo em diferentes processos bioldgicos (MARZO, 2009). O conceito de
sistema endocanabinoide foi expandido para sistema endocanabinoma e os
receptores descritos como pertencentes a este sistema expandido, trés classes se
destacam: i) receptores de proteinas acoplados a proteina G (GPCRs), como CB1R e
CB2R (MUNRO, THOMAS, et al., 1993); ii) receptores nucleares, como PPARs
(O’'SULLIVAN, 2016, YANG, ZHENG, 2017) e; iii) canais ibnicos sensiveis ao ligante,
como Receptor Potencial Transitorio Vanildide subtipo 1 (TRPV1). As enzimas
metabdlicas envolvidas na sintese e degradacdo dos endocanabinoides, sdo as
isoenzimas a e B da lipase diacilglicerol (DAGL), a hidrolase amida de acidos graxos
(FAAH), a lipase monoacilglicerol (MAGL) e a fosfolipase D seletiva para N-
acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD) (DARIS, VERBOTEN, et al., 1941, MARZO,
BIFULCO, et al., 2004). Os ligantes endégenos descritos até o momento como: AEA
e 2-AG permanecem o0s mesmos descritos pela primeira vez na década de 1990
(revisto em MCHUGH, ROSS, 2009).

Sabe-se que o sistema endocanabinoide € responsavel pela manutencédo da
homeostase, bem como regula diversos processos neurofisioléogicos e
desenvolvimento pré e pos-natal revisto por (BATTISTA, TOMMASO, et al., 2012,
LOWE, TOYANG, et al.,, 2021). Além dos papéis desempenhados em processos
fisiologicos, ja € descrito o envolvimento do sistema endocanabinoide na fisiopatologia
de diferentes doencgas. Por esta razdo, o sistema endocanabinoide se tornou alvo
terapéutico para uma grande diversidade de condigdes patologicas considerando a
sua distribuicdo e participagado em diferentes vias de sinalizagao celular (Figura 1.4)
(LOWE, TOYANG, et al., 2021). Neste contexto, a ativagao dos receptores CB1R ou
CB2R, seja por canabindide enddgeno ou exogeno, promovem o acoplamento
principalmente a proteina G Gaio, bem como o recrutamento de B-arrestina (Figura
1.4) e provocam a ativagao ou inibigdo de transdutores como a inibicao da adenilil
ciclase (AC) e, consequente, rapida reducdo dos niveis de adenosina 3'.5-
monofosfato ciclico (cCAMP) e/ou ativagéo diferentes membros da familia de proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK), incluindo ERK1/ERK2, p38 e JNK1/2 (Figura

4). Além disso, sabe-se que as subunidades Gy, apds dissociacdo de Gaipo, ativam
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0s canais de potassio retificadores internos controlados pela proteina G (GIRKs) e
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e inibem os canais de calcio dependentes de
voltagem (VGCC), resultando em multiplos efeitos revisto por (SOUZA, ROSAS, 2018,
WOUTERS, WALRAED, et al., 2019) (Figura 4).

Figura 4: Vias de sinalizagdo mediadas pela ativagdo de CB+1 e CB:2
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Legenda: Vias de sinalizagdo dos CB1R e CB2R por canabinoides endégeno ou exdgeno. Tem-se uma
lacuna de conhecimento para a sinalizacdo do CB: através da B-arrestina 1, resultante da falta de
estudos aprofundados sobre essa via de sinalizagdo. Abreviaturas- ERK1/2 e ERK5: quinase regulada
por sinal extracelular (membros da familia da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)), JNK:
quinase N-terminal c-Jun, p38: proteina quinase ativada por mitégeno p38, GIRK: proteina G canais de
potassio retificadores internos, PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase e VGCC: canais de calcio dependentes
de voltagem. Fonte: Adaptado de (WOUTERS, WALRAED, et al., 2019)

Devido a seus relevantes papéis fisiologicos e fisiopatoldgicos, substancias
canabimiméticas como agonistas e antagonistas de receptores canabinoides vem
sendo desenvolvidas com o objetivo de modular vias que envolvem a participagao dos
receptores canabinoides, seja para aumentar ou inibir a sua atividade (LOWE,
TOYANG, et al., 2021, MARZO, 2008). Tais substancias sdo usadas como
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intervencao farmacoldgica para avaliar o papel desses receptores na atividade de

diferentes tipos celulares em diferentes contextos fisiopatologicos.
Canabinoides e sistema imune inato

A ativacdo dos CB1R e CB:2R interferem na migracéo, ativagdo celular e a
producao de citocinas e quimiocinas. A sua acgao efetiva imediata sobre a funcao
imunoldgica acontece em sitios ativos na periferia e no sistema nervoso central (SNC)
(CABRAL, FERREIRA, et al., 2015).

Em células especificas do sistema imunolégico inato como os macréfagos, os
resultados sugerem que o fitocanabinoide, canabidiol (CBD), suprime a producgao de
NO e os mecanismos envolvidos seriam a inibicdo da oxido nitrico sintase induzida
(INOS) mediante a diferentes estimulos inflamatérios (NICHOLS, KAPLAN, 2019). Em
neutrdéfilos, o CBD apresentou diferentes acdes dependentes do tecido estudado. Na
inflamagao pulmonar murina induzida por lipopolissacarideo (LPS), foi observada a
reducdo de neutrofilos no lavado broncoalveolar apds tratamento com CBD em
comparagdo com Os animais que nao receberam o tratamento (RIBEIRO, A,
ALMEIDA, et al., 2015, RIBEIRO, FERRAZ-DE-PAULA, et al., 2012).

Os receptores CB1 sdo majoritariamente expressos no SNC modulando processos
fisioloégicos, como aprendizado, memoria, percepg¢ao da dor (LOWE, TOYANG, et al.,
2021, MCHUGH, ROSS, 2009, SOUZA, ROSAS, 2018). Entretanto, ja existem
estudos que relatam a sua expressao em diferentes tecidos periféricos. Ja tem sido
descrito o papel in vitro do CB1R na quimiotaxia de neutréfilos e NETose, via
sinalizagdo de EROs e MAPK (ZHOU, YANG, et al., 2020). Além disso, em
experimentos in vivo, foi observado que o bloqueio de CB1R reduz a ativacédo e o
infiltrado neutrofilico (ZHOU, YANG, et al., 2020).

Dentre os trabalhos que investigaram o papel do CB2R foi observado que a
deficiéncia de CB2R promove o aumento da capacidade invasiva e potencial de
ativacdo de neutrdéfilos através do aumento da secrecéo e expressdo dos genes
Ccl3/Cxcl10 e MMP-9, respectivamente, no bago. Enquanto a ativagdo do CB2R
impede a liberagdo de MMP-9 em neutrdfilos tanto in vivo e como in vitro (KAPELLOS,
RECIO, et al., 2017, MONTECUCCO, MARZO, et al., 2012). Corroborando com o

exposto acima, Liu e colaboradores, demonstraram que a ativagcado do receptor CB2



46

tem um efeito protetor em modelo experimental murino de sepse e in vitro (LIU, YUAN,
et al., 2020). O tratamento com o agonista especifico de CB2R, HU308, levou ao
aumento da sobrevivéncia e melhora da ALl induzida por CLP (Cecal Ligation and
Puncture, ligadura e puncgao cecal) em animais, através do aumento da autofagia.
Neste estudo, a autofagia é apresentada como uma importante via de sinalizagédo para
o efeito anti-inflamatdrio de CB2R (LIU, YUAN, et al., 2020).

Em respostas inflamatérias induzidas por infeccdes bacterianas, os receptores
CB:2 parecem estar envolvidos no recrutamento de neutréfilos e depuragao bacteriana
no contexto da sepse (TSCHOP, KASTEN, et al., 2009). Os receptores CB2 também
parecem modular a reagao inflamatéria induzida por micobactérias, uma vez que o
uso do agonista CB2, B-cariofileno (BCP), diminuiu o acumulo e ativagao de neutrofilos
e a producao de mediadores inflamatérios, em modelo experimental de pleurisia
induzida pela vacina do Mycobacterium bovis (bacilo de Calmette-Guérin- BCG)
(SILVA, CORREA, et al., 2016).

Deste modo, observa-se que os estudos que investigam a modulagdo do
canabinoides e sistema imune inato, especificamente neutrofilos, sugerem o receptor
CB2 como potencial alvo terapéutico para modulacdo dessas células em doencas

inflamatérias sistémicas.
Canabinoides e malaria

Recentemente, Alferink e colaboradores (2016) investigaram o papel do CB2R na
malaria cerebral experimental (ECM) (ALFERINK, SPECHT, et al., 2016). A inibicao
genética ou farmacoldgica do CB2R protege o desenvolvimento de malaria cerebral
pela infecgao por PbA aumentando a sobrevida e diminuindo a parasitemia no tecido
cerebral em comparagao com os camundongos wild type (WT) (ALFERINK, SPECHT,
et al., 2016). Campos e colaboradores (2015), observaram um aumento da sobrevida
e melhora da fungdo comportamental e cognitiva de camundongos tratados com CBD
em conjunto com antimalarico no modelo de malaria cerebral, sugerindo que o CBD
possa ser um candidato promissor a adjuvante a medicamentos antimalaricos para
prevencdo de danos cerebrais (CAMPOS, BRANT, et al, 2015). Akinola e
colaboradores (2018) avaliaram os beneficios e riscos associados a ingestédo oral de
Cannabis sativa em modelo murino de malaria induzida por PbA. Os autores

observaram inibicdo da sintomatologia da malaria, que ndo estava relacionada a
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reducéo de parasitemia, sugerindo assim um potencial da Cannabis sativa para
reduzir a patogenicidade da malaria em animais. No entanto, existe a possibilidade de
potenciais efeitos deletérios do uso continuo de misturas de cannabis para o
tratamento da malaria (AKINOLA, OGBECHE, et al., 2018).

Como exposto acima, na literatura sdo descritos dados controversos sobre os
efeitos dos canabinoides e de seus respectivos receptores nos diferentes modelos
experimentais inflamatdérios. Sendo assim, a investigagdo da participagcdo dos
receptores canabinoides na modulacido da resposta inflamatéria ainda se faz

necessaria.
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