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RESUMO
A lesdo renal aguda (LRA) ¢ uma das principais complicacdes da maldria severa, doenca
infecciosa endémica causada pelo protozoario Plasmodium. A LRA causado por P, falciparum
acomete de forma predominante os idosos e as criangas. O modelo de malaria severa em
murino, modelo experimental de malaria cerebral (ECM) em camundongos infectados por
Plasmodium berguei Anka (PbA), tem auxiliado na compreensdo da imunofisiopatologia da
doenca causada pelo P. falciparum e mostrado as principais complicagdes reproduzidas em
camundongos C57BL/6J, bem como a LRA. Nesse sentido, nds investigamos se 0s
camundongos C57BL/6]J deficientes de interferon-gama (IFN-y) desenvolvem LRA e se a via
de apoptose ¢ ativada mesmo na auséncia de IFN-y. Apos a infec¢do, os animais foram
avaliados e a coleta dos rins foi efetuada para analise histologica e quantificagdo dos mRNAs
mensageiro dos marcadores CASP3, TRAIL e KIM. A infeccdo promoveu a regulagio
positiva significativa de genes que codificam todos os mRNAs marcadores quantificados,
quando comparados ao grupo controle ndo-infectado, principalmente no que se refere a
CASP3 e TRAIL. Ademais, os resultados de PCR quantitativa dos animais IFN-y e infectados
observaram uma reducdo na expressao de todos os marcadores quando comparados ao seu
controle. Os resultados sugerem que no modelo ECM, a auséncia de IFN-y pode proteger
contra a LRA e inibir a ativagdo da via de apoptose.
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1 INTRODUCAO

A maléria ¢ uma doenga infecciosa endémica a diversos paises tropicais e subtropicais,
incluindo o Brasil. Transmitida por mosquitos do género Anopheles, a infeccdo por
Plasmodium falciparum ¢ uma doenga de carater agudo que pode causar febre alta, calaftrios,
sudorese, nauseas e dores no corpo. A forma grave da doenga pode acarretar em coma
cerebral, insuficiéncia respiratoria aguda e lesdo renal aguda. Sendo que esta ultima ¢ uma das
principais complicagdes da malaria severa, representando a causa mortis principalmente de
idosos e criancas infectados (Abreu et al.,2014; Souza et al.,2015; Silva et al.,2018). Analise
histopatologica em pacientes com LRA ap6s maldria severa mostrou presen¢a de necrose
tubular, nefrite intersticial e glomerulonefrite, atribuidas a eventos de necrose, autofagia
tubular e apoptose (Koopmans et al.,2015; Barsoum et al.,2000; Wichapoon et at.,2017). Em
modelo de ECM foi relatado recentemente, que a infeccdo com PbA apresenta manifestacdes
clinicas semelhantes a maléria por P. falciparum, onde reproduz o quadro de lesdo renal aguda
(Possemiers et al.,2022). Recentemente nosso grupo, demonstrou que a LRA presente no
modelo de ECM esta associada a um desequilibrio eletrolitico e produgdo de citocinas pro-
inflamatérias como IFN-y, IL-1B, IL-6, and TNF-a. Simido e colegas (2024) mostrou, pela
primeira vez, o aumento da expressao de genes envolvidos no processo de apoptose extrinseca

DOI: 10.51161/v-conbrapah/51380



Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V.6,N21, 2025

nas células glomerulares e tubulares do rim em camundongos C57BL/6J infectados com PbA
(Simido, G. M. et al., 2024). Apesar das descobertas para a compreensao da patogénese da
LRA em pacientes com maldria cerebral ¢ no modelo de ECM, ainda é pouco as pesquisas
para desvendar a patogenia e patofisiologia da LRA na malaria severa.

A via extrinseca da apoptose mediada pelo TRAIL, um membro da familia dos factor
de necrose tumoral (TNF), tem sido associado com lesdo glomerular e tubular, bem como a
caspase-3 ativa (CASP3) foi imunolocalizada em células mesangiais e tubulares no rim de
camundongos com ECM. A CASP3 pode gerar efeitos pro-inflamatérios e apoptoticos no
parénquima renal ligando-se a receptores de morte durante lesdo isquémica, sendo
potencializado pela acao de IFN-y (Simido, G. M. et al., 2024; Park, S. Y. et al., 2004). Por sua
vez, o biomarcador de lesdo precoce renal, chamado de KIM, em camundongos com ECM
mostraram expressao génica elevada. O KIM esta envolvido em uma variedade de processos
fisiologicos e fisiopatologicos, mas, principalmente, na regulacdo da resposta imune do
epitélio renal a lesdes isquémicas ou toxicas, justificando seu uso como marcador de LRA
(Karmakova, T. A et al., 2021).

Levando em consideragao que os camundongos C57BL/6J deficientes de IFN-y nao
apresentam quadro de malaria cerebral, e ndo existe estudo que demonstre seu papel na
patogenia da LRA, nos propusemos investigar se os animais deficientes de IFN-y (IFN-y Ko)
desenvolvem lesdo renal aguda e se a via de apoptose € ativada.

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado utilizando camundongos machos C57BL/6J de 8 a 10
semanas de idade, pesando entre 20 e 25g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdao Animal (CONCEA), tendo sido aprovado
pela Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da UFU sobre o protocolo de
numero 002/21. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2° C) e ciclo
claro/escuro (12/12) controlados automaticamente, com livre acesso a dgua e alimentagao.

Para o estudo, foram utilizados cinco animais dos seguintes grupos: Grupo 1: controle
ndo-infectado; Grupo 2: infectado; Grupo 3: controle nao-infectado deficiente IFN-y; Grupo
4: infectado deficiente IFN-y. Na infeccdo dos animais foi utilizada uma unica dose de 50.000
eritrocitos parasitados com PbA diluido em soro fisioldgico, enquanto os grupos controle 1 e
3 receberam veiculo (soro fisiologico). Apds a infec¢do, os animais foram anestesiados e
eutanasiados no sétimo dia para coleta dos rins.

A extracdo do RNA total do tecido renal foi realizada com o reagente Trizol,
seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante (Gibco BRL USA). O RNA total
isolado foi tratado com 20U de DNAse I por 30 minutos a temperatura ambiente e transcrito
reversamente usando oligonucleotideos oligo-dT e a transcriptase SuperScript II RNAse H,
segundo a recomendacao do fabricante, que determina incubagdo de 2 minutos a 42°C, adicao
de d 1 pL de SuperScript II RNAse H, incubacdo por 50 minutos a 42°C e inativagdo da
reagdo pelo aquecimento a 70° por 15 minutos.

Com a meta de dosar a expressdo dos marcadores de apoptose e lesdo renal precoce,
CASP3, TRAIL e KIM a PCR em tempo real foi realizada. As reacdes de PCR quantitativas
foram amplificadas utilizando a enzima Taq DNA polimerase no termociclador BioRad
(BioRad, California, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante do kit Sybr Green
master mix (Promega), tendo sido realizadas 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C e
2 minutos de 72°C, acrescidos de um passo de 7 minutos a 72°C de termociclagem. Todas as
amostras foram submetidas a reagdes de quantificagdo do RNA mensageiro do GAPDH,
utilizado como normatizadores da reacdo de quantificagdo (Lima et al.,2013; Lima et
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al.,2010).

A andlise estatistica foi determinada pela ANOVA seguida por analise de comparagao
multipla pelo teste Tukey. Os valores foram expressos como a média =+ SEM (Média do Erro
Padrao). As diferengas na expressao foram baseadas no delta Ct de cada amostra [Razdo =
2ACt(GAPDH—Target Gene)]. Todas as analises foram realizadas usando o programa
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os valores de p menores que
0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A resposta inflamatdria na malaria severa ¢ marcada pela produgdo sistémica elevada
de citocinas pro-inflamatérias como a IFN-y, que, por sua vez, ndo sO6 contribui para a
patogénese geral da doenga, mas, especificamente, para a determinagdo das complicagdes
renais (Simido, G. M. et al.,2024). Por essa logica, ¢ compreensivel o porqué a auséncia de
IFN-y protege esses animais no modelo ECM. No entanto, mesmo na auséncia do quadro de
maldria cerebral, os animais ainda estariam sujeitos a hipovolemia. Nesse sentido, este estudo
buscou compreender se as células do tecido renal estavam com a via da apoptose ativa e/ou
com lesdo. Para tal, foi determinada a expressao mRNA dos genes CASP3, TRAIL e KIM,
respectivamente, marcadores de apoptose e marcador de LRA através da quantificacdo em
PCR em tempo renal, normalizada por GAPDH, gene de expressdo constitutiva.

Ensaios de PCR quantitativos confirmaram que a infec¢do com PbA aumenta a
expressdo de CASP3 no tecido renal (Simido et al., 2024). O resultado da PCR quantitativa
mostrou um aumento de 4,9 vezes mais nos animais infectados do que no controle. Em
contraste, foi revelado que os animais IFN-y Ko e infectados com PbA apresentaram
diminui¢do de 3,2 vezes de mRNA de CASP3 quando comparado aos animais IFN-y Ko sem
infec¢do (Figura 1A).

Com o objetivo de observar se a via extrinseca da apoptose ¢ induzida na infecgao
mesmo na auséncia de IFN-y, a dosagem dos transcritos do TRAIL também foi quantificada.
Os resultados da PCR confirmaram que a infec¢do com PbA aumenta a expressao de TRAIL
no tecido renal (Simido et al., 2024). A quantificagdo relativa do mRNA mostrou um aumento
de aproximadamente 42 vezes mais TRAIL nos animais infectados do que no grupo controle
(Figura 1B). Em contraste, foi revelado que os animais IFN-y Ko infectados apresentaram
3,2 vezes menos mRNA de CASP3 quando comparado aos IFN-y Ko sem infec¢dao, ambos
valores estatisticamente significativos.

Figura 1- Expressdo de genes da via extrinseca da apoptose no tecido renal. (A) expressao do
mRNA da CASP3 ativa; (B) expressao do mRNA do TRAIL.
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A expressio do mRNA do marcador KIM demonstrou um aumento de
aproximadamente 49 vezes nos animais infectados, quando comparado ao controle (Figura 2).
Contrariamente, os resultados da PCR quantitativa revelaram que os animais IFN-y Ko
infectados apresentaram queda de 8,35 vezes de mRNA quando comparado aos animais [FN-y
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Ko sem infec¢ao PbA.

Figura 2- Expressao do gene KIM no tecido renal
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A auséncia de IFN-y nos camundongos, causou uma reducao importante na expressao
dos marcadores CASP3, TRAIL e KIM quando comparados o grupo ndo-infectado e
infectado, tendo os animais infectados demonstrado uma menor expressao génica. Estes
resultados permitiram determinar que no modelo ECM, os animais IFN-y Ko apresentaram
uma inibicao da ativac¢ao da via de apoptose, bem como, um certo grau de prote¢do contra a
LRA. Ademais, os resultados mostram que a hipovolemia no tltimo dia apos infec¢do no
modelo de ECM nao ¢ suficiente para aumentar os niveis de expressdao dos transcritos. Estes
dados podem sugerir que a reagdo inflamatoria deve ser um dos principais fatores que inicia o
surgimento da LRA no modelo de ECM.

4 CONCLUSAO

Em sintese, este estudo buscou avaliar os impactos renais do modelo experimental de
maléria cerebral em camundongos C57BL/6J IFN-y Ko, determinando se os animais
infectados com Plasmodium desenvolvem LRA e se a via de apoptose ¢ ativada na auséncia
de IFN-y. Embora mais estudos sejam necessarios para esclarecer o mecanismo de acao que
determina o fator de prote¢do renal, foi possivel constatar que estes animais apresentaram
uma reducdo na expressdo dos marcadores de lesdo renal (KIM) e de apoptose (CASP3 e
TRAIL). Estes resultados reforgam que as vias de inflamacdo e de apoptose, na LRA em
pacientes com malaria cerebral, devem em parte ao cross-talk da resposta inflamatoria
mediada por IFN-y e da via extrinseca da apoptose mediada por fator de morte tumoral
(TNF). Assim, podemos sugerir que 0o mecanismo molecular e as intervengdes terapéuticas
em malaria associada a LRA podem levar em consideracdo alvos que bloqueiam a via do IFN-
y com o objetivo de amenizar o dano do tecido renal e a inflamagao.
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