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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Emilio Telles de S4 Moreira

A malaria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium
e é transmitida aos humanos durante o repasto sanguineo de fémeas do mosquito
Anopheles spp. O continente africano concentra 0 maior numero de casos, a maior taxa
de mortalidade e € onde h& a maior incidéncia de infec¢cdes pela espécie P. falciparum
que é a responsavel pelo desenvolvimento do quadro de maléria grave onde observamos
a maléria cerebral que é a pior complicacdo da malaria grave, causando quadros de
encefalopatia ndo-traumaticas em &reas endémicas, levando ao desenvolvimento de
sequelas potencialmente permanentes, como alteragdes neurocognitivas. Durante a
maldria cerebral ha o aumento na producdo de mediadores inflamatérios, producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, recrutamento de células do sistema imune,
eventos de isquemia e reperfusdo, comprometimento da barreira hematoenceféalica,
neuroinflamacdo, morte neuronal e ativacdo de células da microglia, desempenhando
papel importante na inflamacdo e no dano tecidual. No presente estudo foram utilizados
animais C57/Black 6, infectados com o Plasmodium berghei ANKA (PbA) para o
desenvolvimento dos eventos neuroinflamatdrio associados a maléria cerebral
experimental (MCE). Para avaliarmos o papel da ativacdo da micrdglia durante a MCE,
foi utilizado o farmaco minociclina que é um antibiotico da familia das tetraciclinas com
propriedades anti-inflamatdrias e capaz de inibir a ativagdo da micrdglia em perfil pro-
inflamatdrio. Os eventos neuroinflamatdrios foram avaliados por meio dos experimentos
de injecdo de Azul de Evans, PCR em tempo real e Western blotting, A ativacdo das
células da microglia foi avaliada por imuno-histoquimica com marcacdo para Iba-1 e a
formagéo do dano cognitivo foi avaliado pelos ensaios comportamentais de Freezing e
Water-Maze. A partir da metodologia desenvolvida, foi demonstrado que durante a
maldria cerebral experimental observamos os eventos de comprometimento da barreira
hematoencefélica, ativacdo de células da microglia, aumento da expressdao de TNF-a,
INOS, aumento na ativacdo de caspase-3 e observamos o desenvolvimento do dano
cognitivo a longo prazo — quinze dias apds a infeccdo com PbA. Entretanto, o tratamento
com minociclina foi capaz de modular negativamente a ativacdo da micrdglia em um
perfil pro-inflamatorio, reduzindo a expressao de TNF-a, iINOS e prevenindo a formacao
da sequela cognitiva. Também demonstramos gque a minociclina ndo alterou a expresséo
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de arginase-1, marcador do perfil de ativagdo M2. Os dados sugerem que as células da
micrdglia possuem papel importante nos eventos neuroinflamatdrios durante a malaria
cerebral e a modulacédo da resposta da micrdglia, com o uso de minociclina, foi eficaz no
tratamento da neuroinflamacéo e na prevencdo da formacdo do dano cognitivo a longo
prazo.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Emilio Telles de S4 Moreira

Malaria is an infectious disease caused by protozoans of the gender Plasmodium and is
transmitted to human hosts through females of Anopheles spp mosquitoes. The African
continent concentrates the highest number of cases and the highest mortality rate. In addition,
the main specie of Plasmodium in the African continent is the Plasmodium falciparum, which
is the responsible for the development of the most severe complications during malaria
infections, like the development of severe malaria and cerebral malaria. Cerebral malaria is the
worst consequence of severe malaria, and is responsible of non-traumatic encephalopathies in
endemic areas, leading to the development of sequels potentially permanent, like
neurocognitive alterations. During cerebral malaria, there is an enhancement in the production
of inflammatory mediators, oxygen and nitrogen reactive species (ROS and RNS), immune
cells recruitment, events of ischemia and reperfusion, blood-brain barrier disruption,
neuroinflammation, activation of microglial cells and neuronal death, leading to tissue damage
and development of cognitive impairment. In the present study were utilized C57/Black 6 mice
infected with Plasmodium berghei ANKA (PbA) to reproduce the neuroinflammatory events
associated with the experimental cerebral malaria (ECM). To evaluate the role of the microglial
cells activation in the cerebral malaria, we used the antibiotic minocycline, which has anti-
inflammatory properties, and is capable of inhibit the microglial activation on a pro-
inflammatory profile. The neuroinflammatory events were evaluated through Evans Blue
injection, real time PCR and Western blotting, the microglial cells activation were evaluated
through immunohistochemistry with Iba-1, and the cognitive impairment formation were
evaluated through the behavioral tests of Freezing and Water-Maze. Based on the methodology
developed, we showed that, during ECM, we observe the disruption of the blood-brain barrier,
the activation of microglial cells in a pro-inflammatory profile, an enhancement in the
expression of the mRNA of TNF-a and iNOS, enhancement of activated caspase-3, and we
observed the development of long-term cognitive impairment fifteen days after the infection.
The minocycline treatment showed to be capable of modulate the activation of microglial cells
in a pro-inflammatory profile, reducing the expression of the mMRNA of TNF-a and iNOS,
reducing the activation of caspase-3 and, also, prevented the long-term cognitive impairment
formation. In addition, we demonstrate that minocycline didn’t altered the expression of
arginase-1 — an important M2 marker. Our data suggest that microglial cells have an important
role on neuroinflammatory events during ECM. Also, the modulation in the microglial
response, using minocycline’s treatment, was effective on the neuroinflammation and
prevented the long-term cognitive impairment. However, minocycline wasn’t capable of induce
an M2 response through the microglial cells.
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1- Introducéo:

1.1.1- Maléria:

A malaria ¢ uma importante doenga parasitdria e ¢ mundialmente reconhecida como
um grave problema de saude publica, sendo transmitida em mais de 100 paises e incidindo
em mais de 40% da popula¢do mundial. A maléria € causada por protozoarios da familia
Plasmodiidae, do género Plasmodium. Hoje sdo reconhecidas cinco espécies capazes de
infectar a espécie humana, dentre elas: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malarie, P.
ovale e o P. knowlesi, que sdo transmitidas a espécie humana durante o repasto sanguineo
de fémeas de insetos hematdfagos do género Anopheles infectadas com Plasmodium.
Existem, aproximadamente, 400 espécies diferentes de mosquitos do género Anopheles,
onde 30 podem se tornar vetores apos a ingestao de sangue infectado com plasmoddios. A
Organizagdao Mundial da Saude estimou 214 milhdes de pessoas infectadas (intervalo de
149 — 303 milhdes de pessoas) e uma mortalidade de 500 mil em 2015. A maioria dos
casos ocorreram na regiao da Africa Sub-Saariana (88%), bem como a maior porcentagem
das mortes ocorreram na mesma regiao (90%), acometendo principalmente criangas até
5 anos (Cox-Singh ef al., 2008; Garcia, 2010; Hansen, 2012; White et al., 2014; OMS,
2010; OMS, 2015). Como resultado de programas de tratamento a pessoas diagnosticadas
com maldria e no combate aos vetores transmissores, principalmente em areas endémicas
e onde doencas tropicais sdo negligenciadas, houve uma redu¢do de 18% no numero total
de casos e de 48% no ntimero total de mortes entre os anos 2000 e 2015. Desta forma, a
maldria deixou de ser a maior causadora da mortalidade (OMS, 2010) e passou a ser a 4*
maior causadora de mortes de criangas habitantes da regido da Africa Sub-Saariana
(OMS, 2015).

Os sintomas comuns as infecgdes por Plasmodium spp. caracterizam-se por febre,

dores musculares, perda de apetite, prostragdo e dores de cabeca, porém os sintomas
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clinicos e o tempo de manifestagdo variam de acordo com a espécie associada a infec¢do
(Suh et al., 2004).

Em especial, as infec¢des pelo Plasmodium falciparum desenvolvem as formas
mais graves da malaria e sdo responsaveis pela maior taxa de mortalidade associada a
doenca. Sintomas como alta carga parasitaria, hipoglicemia, vomito, ictericia, febre,
disturbio de consciéncia e convulsdes, sdo indicadores de prognosticos mais graves e
podem preceder as seguintes formas clinicas da maléria grave: anemia, insuficiéncia
renal, disfun¢do hepatica, formagdo de edema pulmonar, presenca de hemoglobina na
urina, disturbios hemorragicos e a malaria cerebral (MC) (Suh et al., 2004; Rosental, P.
J., 2008; Wassmer, S. C., et al., 2015).

O diagnostico rapido e preciso ¢ fundamental para a eficacia no controle da doenga.
Os impactos globais da maldria vém despertando interesse no desenvolvimento de
estratégias diagndsticas e terapéuticas, ndo somente para areas com recursos limitados,
mas também em paises desenvolvidos, onde a experiéncia no diagndstico para malaria é
reduzida, por conta da baixa quantidade de pessoas infectadas (Bell ez al., 2005; Reyburn
et al., 2007). O diagndstico da maldria envolve a identificacdo de plasmodios, antigenos
ou produtos presentes no sangue do paciente. O diagnostico eficaz estd sujeito a alguns
fatores como: a espécie de Plasmodium infectante; os diferentes estdgios do ciclo
eritrocitico; a presenca de mais de uma espécie de Plasmodium incidindo em dareas
endémicas; a relagdo entre transmissdo e movimentacdo populacional; carga parasitaria;
imunidade e sintomas; o sequestro de eritrdcitos parasitados em diversos tecidos; outras
graves doengas infecciosas como a dengue ou HIV/AIDS; e o uso de medicagdo
preventiva. Por conseguinte, a demora no diagndstico e tratamento estdo diretamente
ligadas as taxas de mortalidade. Em algumas regides, a transmissdo da maldria ¢ tao

intensa que uma parcela consideravel da populacdo infectada ¢ assintomatica. Logo,
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pode-se acreditar que algumas pessoas tiveram seu sistema imunologico amadurecido,
protegendo-os dos sintomas, mas ndo da infeccdo (Tangpukdee er al., 2009). O
diagnostico rapido ¢ importante para o inicio do tratamento com antimalaricos, bem como
¢ importante no controle da transmissdo. Em laboratério, a malaria ¢ diagnosticada por
diferentes técnicas, como por exemplo o diagnostico por gota espessa, pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e o teste de diagnostico rapido. Este tltimo se
baseia em detectar antigenos especificos de parasitos da malaria, como por exemplo a
histidine-rich protein Il (proteina II rica em histidina — HRP-II), ou a lactate
dehydrogenase (lactato desidrogenase — LDH) (Bhandari et al., 2008; Vo et al., 2007,
Holland C.A. & Kiechle F.L., 2005; Tangpukdee et al., 2009).

Ap6s o diagndstico, inicia-se o tratamento com drogas antimalaricas. A maioria dos
antimalaricos atuam nas formas assexuadas do Plasmodium, em estagio eritrocitico da
infecc¢do. Devido a resisténcia do parasito, os combinados de artemisinina (Quadro 1) tém
sido bastante utilizados nas infecg¢des por P. falciparum. No continente americano, a
cloroquina continua sendo utilizada no combate as infecgdes por P. vivax, embora ja
hajam casos de resisténcia no Brasil (Greenwood et al., 2008; Pukrittayakamee et al.,

2014; Antony H. A., Parija S. C., 2016).
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Quadro 1: Drogas comumente usadas em terapias combinadas baseada no

tratamento com artemisinina (Antony H. A., Parija S. C., 2016).

Derivado de Artemisinina Farmaco Antimalarico Adjuvante

Mefloquina

Sulfadoxina/Pirimetamina

Artesunato Lumefantrina
Amodiaquina
Pironaridina

Dihidroartesunato Piperaquina

O combate ao vetor, além do uso dos antimalaricos, ¢ importantissimo para o
controle da transmissdo da doenca. Para isso, sdo utilizados mosquiteiros com inseticidas,
a aplicacdo de inseticidas no interior das residéncias e o uso de repelentes aplicados
diretamente na pele (Rahman, 2013).

1.1.2- Epidemiologia da Malaria:

A malaria ¢ uma doenca comum em paises localizados nas zonas tropicais e
subtropicais do globo (Figura 1), onde as condi¢des climaticas sdo propicias para o
desenvolvimento e perpetuacao dos vetores (Tuteja, 2007).

As zonas onde predominam a malaria podem ser agrupadas de acordo com as
caracteristicas epidemioldgicas. No continente americano, encontram-se trés zonas: o
planalto mexicano em sua por¢ao superior, com a predominancia dos vetores Anopheles
quadrimaculatus e A. pseudopunctipennis; a segunda zona abrange da América Central a
costa norte da América do Sul e Venezuela, com a predominancia do vetor 4. albimanus;
e a terceira zona que abrange a maior parte da América do Sul, com a predominéancia do
vetor A. darlingi (OMS, 2013).
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mm Paises aonde ocorre a transmissao de malaria
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Figura 1: Distribuicdo da Maliria no mundo. Mapa adaptado de dados da
Organizag¢do Mundial da Saude (OMS, 2011).

No continente americano, aproximadamente, 112 milhdes de pessoas estdo sob
risco de infeccdo, dentre eles, 20 milhdes em regides de maior incidéncia (>1/1000
habitantes) (Figura 2). O P. vivax ¢ responsavel por mais de 70% dos casos na América
Latina, no entanto, o P. falciparum ¢ responsavel por 50% dos casos relatados na Guiana
e Guiana Francesa, e 100% dos casos na Republica Dominicana e Haiti (Figura 3) (OMS,
2015).

No Brasil, assim como na América Latina, observa-se a prevaléncia dos casos
malaria pela infeccdo com P. vivax, contabilizando 84% do total de casos, seguido dos
casos pela infeccdo com P falciparum que contabilizou 16% (Figura 3). A regido
amazonica concentra a maioria dos casos no pais (Figura 2). Em 2014 foram registrados
143.552 casos de maldria, dentre eles 4.593 de casos importados de paises que fazem
fronteira com o Brasil. Em adi¢do, também foram registradas 1.650 internagdes por

malaria na regido amazdnica no ano de 2014. O Brasil vem apresentando uma redug¢ao no
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numero de casos de malaria a cada ano, mas ainda ha a necessidade de melhoria nos

processos de prevencao e controle da doenca (MS, 2015).
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Figura 2: Casos de malaria confirmados por 1000 habitantes em 2014 no continente

americano (adaptado de OMS, 2015).
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Figura 3: Propor¢io de casos de malaria causados por infec¢io pelo P. falciparum
(azul) e P. vivax (bege), entre 2010-2014 (adaptado de OMS, 2015).

1.1.3- Ciclo Biologico do Plasmodium sp:

Os parasitos do género Plasmodium possuem um ciclo bioldgico heteroxeno que
inclui um vetor artropode que transmite o parasito a um hospedeiro vertebrado durante o
repasto sanguineo. A etapa assexuada do ciclo se inicia quando fémeas do mosquito
Anopheles infectadas com Plasmodium introduzem a forma esporozoita do parasito,
através da saliva, no hospedeiro humano - 1 (Figura 4). Os esporozoitas, uma vez na
corrente sanguinea, atingem o figado, onde infectam os hepatocitos — 2 (Figura 4), se
diferenciam a forma esquizonte — 3 (Figura 4), esta Ultima se expande dando origem a
uma grande quantidade de merozoitas. Apds a ruptura dos hepatocitos, esses merozoitas

sdo liberados na corrente sanguinea, onde passam a infectar eritrocitos circulantes — 4
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(Figura 4). Nos eritrocitos — 5 (Figura 4), se diferenciam as fases de trofozoitas imaturos
(fase de anel), trofozoitas e esquizontes, replicando-se de forma mitotica a fim de produzir
novos merozoitos que irdo romper os eritrocitos e liberar novas formas infectivas na
corrente sanguinea e reiniciar o ciclo eritrocitico, dando continuidade a fase assexuada do
ciclo — 6 (Figura 4). Os sintomas clinicos da doenga aparecem durante a fase eritrocitica
da infeccdo. Ainda na circulagdo, o estagio de trofozoita imaturo (fase de anel) do parasito
pode se diferenciar em gametdcitos masculinos e femininos — 7 (Figura 4). Os
gametocitos sdo ingeridos pelo mosquito durante o repasto sanguineo, iniciando a fase
sexuada do ciclo — 8 (Figura 4), onde se diferenciam a gametas no interior do intestino
médio e se fundem formando, macrogametodcito — 9 (Figura 4). O macrogametocito se
diferencia a oocineto — 10 (Figura 4) e, ap6s, a oocisto — 11 (Figura 4), a partir do qual
serdo liberadas as formas esporozoitas que migrardo para a glandula salivar do mosquito,
para a injecdo no hospedeiro humano no préoximo repasto sanguineo — 12 (Figura 4)

(Cowman e Crabb, 2000).
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Figura 4: Esquema do ciclo biologico do Plasmodium sp. (CDC).
114 - Maléria Cerebral

A malaria cerebral ¢ a manifestacdo clinica mais grave causada pela infec¢ao por

Plasmodium falciparum e ¢ a principal causa dos quadros de encefalopatia ndo

traumadticas em areas endémicas (Idro et al., 2005). Aproximadamente 1% das infecgdes

por P. falciparum desenvolvem o quadro de malaria cerebral com 90% dos casos

registrados em criangas residentes na regido da Africa Sub-Saariana. A taxa de

mortalidade varia de 15-20% dos pacientes acometidos, mas 10-20% dos sobreviventes

desenvolvem sequelas neurologicas a longo prazo, como por exemplo o dano cognitivo

(Birbeck et al., 2010; Storm J., Craig A. G., 2014).

Clinicamente, a malaria cerebral ¢ definida pela presenga de eritrdcitos parasitados

por P. falciparum em teste de gota espessa, quadro de coma po6s convulsdes ou pos

corregdo hipoglicémica e descarte de outro fator causador do coma (OMS, 2000). Outro
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evento importante encontrado durante a malaria cerebral em criancas ¢ a presenga de
anormalidades na retina. Dentre as caracteristicas, incluem-se o clareamento da macula,
edema e hemorragias. Tais eventos podem ser observados por oftalmoscopia e afeta,
aproximadamente, 60% de criangas acometidas com maléria cerebral (Idro et al., 2005;
Joshi et al., 2017).

Gravenor e colaboradores (1998) relataram que a alta carga parasitaria ndo ¢ um
pré-requisito e que ¢ dificil atribuir a maléaria cerebral a contribuigdes especificas do
parasito, ou do hospedeiro, durante o curso da doenca. Porém, vem sendo bastante
discutido o papel da citoaderéncia e da inflamagao, com ambos os fatores, provavelmente,
atuando de forma significativa na fisiopatologia ¢ na manifestacdo clinica da doenca
(Gravenor et al., 1998; Grau e Craig, 2012; Ponsford et al., 2012; Storm J., Craig A. G.,
2014).

O sequestro de eritrdcitos parasitadas na microvasculatura ¢ uma caracteristica da
maléria cerebral, com autopsias post mortem demonstrando a presenga de eritrdcitos
parasitados aderidos, causando o congestionamento em vénulas e capilares. Embora o
sequestro também ocorra em pacientes que ndo morreram por maléria cerebral, os niveis
de sequestro e a porcentagem de vénulas acometidas sdo significativamente maiores no
tecido cerebral de pacientes com maldria cerebral e sdo correlacionados com a gravidade
da doenga em adultos e criangas (Ponsford et al., 2012).

Os eritrocitos parasitados aderem ao endotélio através da ligagdo de proteinas de
adesdo derivadas do parasito presentes na membrana do eritrocito, como o Plasmodium
falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 — Proteina de membrana eritrocitica 1
expressa pelo P. falciparum - (PfEMP1), com receptores de membrana presentes na
parede do endotélio, das quais a Intercellular Adhesion Molecule I - molécula de adesdo

intercelular 1 - (ICAM-1) é uma das mais importantes e estd superexpressa nos tecidos
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onde ocorre o sequestro (Idro et al., 2010; Avril et al., 2016). A congestdo microvascular
leva a uma menor oxigenacao tecidual (hipoxia), dano endotelial, ruptura da parede dos
vasos, culminando no comprometimento da barreira hematoencefalica e formagdo de
hemorragias (Brown et al., 1999; Dorovini-Zis et al., 2011). Também ha o
desencadeamento de uma série de eventos, incluindo a redugdo no fluxo sanguineo
cerebral, obstru¢do vascular, eventos de isquemia e reperfusdo, formagdo de edema
cerebral e neuroinflamacao (Shikani et al., 2012).

A resposta imune inata se inicia quando o parasito ¢ reconhecido pelo seu epitope
imunogénico (padrao molecular associado ao patéorgeno — PAMP) pelos receptores de
reconhecimento padrao (RRP) presentes na célula hospedeira. O principal PAMP de
parasitos do género Plasmodium ¢ o glicosilfosfatidilinositol (GPI), capaz de se ligar a
receptores do tipo Toll 2 (7oll-like receptor 2—TLR2) e TLR4, desencadeando a liberacdo
de mediadores inflamatdrios, como as citocinas, principalmente por macrofagos e células
dendriticas (Erdman et al., 2008; Coban et al., 2009; Apinjoh et al., 2013). Os produtos
do metabolismo do parasita, como por exemplo a hemozoina, também podem ser
reconhecidos como PAMP por receptores TLR-9, desencadeando uma resposta
inflamatoria sistémica, podendo levar a faléncia de 6rgaos e a morte (Mishra et al., 2009;
Franklin et al., 2011). Esses PAMP’s se ligam ao seu receptor em células do sistema imune
e levariam a producdo de mediadores inflamatorios, como por exemplo, citocinas pro-
inflamatorias como a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral-
a (TNF-a), o interferon-y (IFN-y), bem como espécies reativas de oxigénio (ROS) e o
oxido nitrico (NO) (Nebl et al., 2005; van der Heyde et al., 2006; Erdman et al., 2008;
Mishra et al., 2009).

Trabalhos revelaram que a desregulacdo entre a producao de mediadores proé e anti-

inflamatorios participa ativamente da fisiopatologia da malaria cerebral. Dentre as
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citocinas, o papel do TNF-a ¢ um dos mais abordados, uma vez que possui papel
importante na mortalidade do parasito (Richards A L, 1997; Hansen D, 2012). O aumento
da expressdo do TNF-a induz ao aumento da expressao de moléculas de adesdo, como o
ICAM-1, levando ao aumento do sequestro de hemécias parasitadas e recrutamento de
células do sistema imune, como leucdcitos e plaquetas (Shikani ef al.,2012). Outra fungao
do TNF-a ¢ induzir a produgdo de 6xido nitrico (NO) por macrofagos, através da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que atua como agente vasodilatador e microbicida
(Idro et al., 2010; Franklin et al., 2011; Craig et al., 2012).

O papel do o6xido nitrico (NO) durante a malaria cerebral vém sendo motivo de
grande debate na literatura. O NO ¢ uma molécula sinalizadora que atua em diversas
fungdes, entre elas, possui papel como neurotransmissor ¢ mediador do sistema imune
(Dellamea et al., 2014). O 6xido nitrico € produzido pela familia de enzimas 6xido nitrico
sintase (NOS), que se apresenta sob trés isoformas: NOS endotelial (eNOS), neuronal
(nNOS) e a forma induzivel (iNOS). Esta ultima forma, ¢ estimulada de forma importante
em células do sistema imune, como os macrofagos (Percario ef al., 2012; Ong et al.,
2013), em resposta a estimulos inflamatérios, como o TNF-a, o IFN-y e o IL-1B, ou
PAMPs, como o lipopolissacarideo (LPS) e o glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Oates et al.,
2006).

Idro e colaboradores (2010) relataram que o NO ¢ capaz de transpassar a barreira
hematoencefalica e interferir a neurotransmissao, podendo ser o responsavel por casos de
perda de consciéncia, ou até mesmo coma. Desta forma, a produ¢do de NO pelas vias
neuronal, combinado a outras fontes, como a iNOS proveniente da microglia, podem ter
papel significativo em processos de excitotoxicidade e morte neuronal em diferentes

regides cerebrais (Maiti et al., 2008).
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Em resposta a infec¢des, os mecanismos de defesa do hospedeiro sdo ativados com
o0 envolvimento de células com propriedades fagociticas. Estas aumentam a producéo de
ROS e RNS que possuem papel importante na resposta imune (Oates et al., 2006). Este
aumento de ROS e RNS podem levar a uma desregulacao entre a produgdo de espécies
reativas e a atividade de enzimas antioxidantes, culminando no estresse oxidativo. O
anion superdxido (05), que é principalmente sintetizado pela enzima NADPH oxidase, e
o0 perdxido de hidrogénio (H202) podem formar moléculas toxicas, como o peroxinitrito
(ONOO-), quando na presenca de NO (Percario et al., 2012).

1.1.5 - Modelos Experimentais Murinos de Malaria

Elucidar os mecanismos fisiopatologicos acerca da maléaria cerebral e os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da sequela cognitiva sdo grandes desafios.
Como relatado por Idro e colaboradores (2010), avaliar a fisiopatologia da malaria ¢ um
problema, pois ha uma limitagdo significativa na quantidade de dados fisiopatologicos
em humanos. Shikani e colaboradores (2012) relataram que, até¢ a obtencdo de dados
experimentais, a observagdao da malaria cerebral era limitada a analises post mortem.
Desta forma, os modelos animais adquiram uma importancia significativa na investigacao
da patogénese da doenca. Embora o modelo murino possua limita¢des, € o modelo mais
utilizado em estudos de malaria cerebral in vivo. Trabalhos utilizando modelos
experimentais relataram diversas similaridades com a infec¢do em humanos, incluindo o
comprometimento da barreira hematoencefalica, a adesdo de hemdcias parasitadas no
endotélio da microvasculatura cerebral, danos a microvasculatura e a presenca de
sequelas cognitivas, mesmo com o tratamento bem-sucedido com antimalaricos. Essas
similaridades suportam a utilizagdo de modelos murinos na tentativa de elucidar os
mecanismos envolvidos na fisiopatologia da malaria cerebral, bem como os mecanismos

envolvidos na formagao do dano cognitivo associado a malaria cerebral (Reis et al., 2010;
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Shikani et al., 2012; Reis et al., 2012). A tabela 1 demonstra os modelos experimentais

murinos.
Espécie de Cepa Linhagem murina Caracteristicas
Plasmodium susceptivel a
infecc¢ao
P. berghei NK65, ANKA C57Black 6 Sintomas clinicos da
malaria
P, yoelii 17x Balb/c Modelo limitado para
desenvolvimento de
vacinas
P. chabaudi AS A/], DBA/2, Susceptivel a infecgdo
de eritrocitos
C57Black 6 Resistente a infecc¢ao
de eritrocitos
P, vinckei vinckei Balb/c Infecgao letal

Tabela 1: Modelos murinos de infeccio com Plasmodium. (Matuschewski K,
2013).

O modelo mais utilizado na literatura e o mais bem aceito na reprodugdo de
caracteristicas mais graves associado a malaria, como a maldria cerebral, ¢ a infeccdo de
camundongos da linhagem C57Black/6 com o Plasmodium berghei ANKA (PbA). Este
modelo experimental ¢ caracterizado pela formacdo de edema cerebral,
comprometimento da barreira hematoencefélica, redu¢do do fluxo sanguineo cerebral,

producao de mediadores inflamatorios, bem como espécies reativas de oxigénio e
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nitrogénio, e a formagao de dano cognitivo a longo prazo (Lamb et al., 2006; Reis et al.,
2010; Ong et al., 2013).

1.2 — Neuroinflamacao

As fungdes do sistema nervoso central (SNC) sdo dependentes da atividade dos
neurdnios, que estdo dispostos em circuitos neuronais precisos que interagem entre si €
interconectam diferentes regides cerebrais com fungdes especializadas. Logo, lesdes no
tecido cerebral podem levar a dano de circuitos neurais, gerando sequelas neurocognitivas
a curto ou longo prazo, dependendo da gravidade da lesdo (Mattson e Magnus, 2006).

Os mecanismos que levam a disfungdes neurocognitivas ainda ndo foram
estabelecidos, entretanto, a neuroinflamagao parece possuir um papel fundamental, o que
sugere o envolvimento de células do endotélio, da glia e do sistema imune. A ativacao
endotelial e das células da microglia podem ser a ponte conectando a neuroinflamagao e
a toxicidade neuronal que ird deflagrar as possiveis sequelas (Dallerac ef al., 2013; Abbott
et al.,20006).

A neuroinflamacao descreve os eventos envolvidos no processo inflamatorio em
resposta a patdgenos, infecgdes ou lesdo ao tecido cerebral (Banjara e Gosh, 2017).

Os astrocitos e as células da micrdglia expressam receptores especializados em
reconhecimento de padrdes (PRRs) que sdo capazes de disparar cascatas inflamatodrias.
Esses PRRs reconhecem PAMPs, bem como também reconhecem moléculas derivadas
do proprio hospedeiro, denominadas padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs)
(Banjara e Gosh, 2017). Em situa¢des normais, a neuroinflamacao ¢ a resposta celular e
molecular que objetiva a remoc¢do de patdgenos, restos celulares e células danificadas
apos uma infec¢do ou uma situacgao de injuria tecidual e, apos a resolucdo da inflamacao,
auxilia a regeneracao do tecido para o retorno ao quadro de homeostasia (Heneka et al.,

2014; Ransohoff R M, 2016).
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A neuroinflamagdo ¢é caracterizada pelo aumento nos niveis de ROS e RNS,
citocinas e quimiocinas inflamatorias, como o IL-1, TNF-a ¢ o IFN-y, bem como a
ativacdo de células da glia, como astrécitos e a microglia e, em casos mais graves, 0O
comprometimento da barreira hematoencefalica (Streit ef al., 1999; Lossinsky e Shivers,
2004). A exacerbacdo da resposta inflamatoria causa danos aos neurdnios saudaveis
(Banjara e Gosh, 2017).

A maldria cerebral, bem como a malaria cerebral experimental, estd diretamente
relacionada a presenca da neuroinflamagdo, distirbios na homeostasia e alteragdes na
microcirculagdo, como os eventos de isquemia e reperfusdo. A neuroinflamacdo na
maldaria cerebral envolve mediadores derivados do metabolismo do parasito, como a
hemozoina, ROS, RNS ¢ o PfEMP-1, bem como mediadores produzidos pelo hospedeiro,
como o TNF-a e a IL-1B. O estresse oxidativo, o comprometimento da barreira
hematoencefalica e a neuroinflamacao sdo eventos importantes no desenvolvimento da
malaria cerebral e com importantes consequéncias fisiopatoldgicas (Reis et al., 2010).

A desregulacdo e perpetuagdo da neuroinflamacdo vém sendo identificadas como
processos importantes na deflagracdo e progressdo de diversas doencas de carater
neurodegenerativo (Choi et al., 2007). Dentre os fatores contribuintes podemos citar o
aumento na ativacao de células da glia, as quais contribuem para disfun¢do, lesdo e morte
neuronal (Streit, 2004).

Durante a malaria cerebral, a ligagdo de PAMPS aos receptores TLR desencadeia
uma resposta inflamatoria sist€émica, que resulta em faléncia multipla de 6érgaos — quadro
de sepse associada a infeccdo — e morte (Mackintosh et al., 2004). O
glicosilfosfatidilinositol (GPI) estimula a sintese de citocinas pelas células macrofagicas
pela ativagdo de receptores do tipo TLR-2 e, também, TLR-4. Além disso, a ativa¢ao do

receptor TLR-9 por PAMPS, ¢ associado a resposta inflamatoria em resposta a hemozoina
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resultante do metabolismo do parasito (Erdman et al., 2008). Como revisado por van der
Heyde (2006), esta ligacdo do GPI ao seu respectivo receptor TLR ativa a secregdo de IL-
1, IL-6, do fator estimulador de crescimento de coldnia de macréfagos (M-CSF), TNF-a,
linfotoxina, ROS e RNS. Os altos niveis de TNF-a levariam ao aumento da expressdo de
moléculas de adesdao, como o ICAM-1 e o VCAM-1, que medeia a adesdo de eritrocitos
parasitados — via o PfEMP-1 — e de células do sistema imune ao endotélio da
microvasculatura cerebral. Além dos eventos de adesdo de eritrocitos a microcirculagao,
recrutamento de células do sistema imune e aumento nos niveis de mediadores
inflamatorios, também j& foram datados os eventos de comprometimento da barreira
hematoencefalica, formacdo de edema e ativacdo de células da glia — principalmente
astrocitos e da microglia —. A ativacdo do endotélio e das células da glia podem ser a ponte
conectando a neuroinflamacao e a toxicidade neuronal durante a malaria cerebral (Abbott

et al., 2006; Dallerac et al., 2013).

1.3 — Microglia

As células da glia representam todos os tipos celulares que ndo sdo neurdnios no
SNC. As células foram denominadas gliais porque o termo “glia” ¢ derivado do grego e
significa “cola”, sugerindo o papel de suporte de células ndo-neuronais aos neurdnios. As
células da glia representam mais de 90% do cérebro humano e consistem de duas
populagdes principais: a macroglia (astrdcitos e oligodendrdcitos) e a microglia (Greter e
Merad., 2013).

Pio del Rio-Hortega (1932) foi o pioneiro a distinguir a microglia da macroglia e a
sugerir a origem mesodermal dessas células e, de forma interessante, este estudo ainda
possui bastante relevancia e, hoje, ¢ bem aceito que a microglia é derivada de precursores

mieloides, como os macrofagos (Greter M, Merad M, 2012).
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A microglia é considerada um dos principais sistemas de defesa do sistema nervoso
central e se distribui por toda a extensdo tecidual, chegando a representar,
aproximadamente, entre 10-16% da populacdo celular cerebral total (Norden e Godbout,
2013). Embora haja semelhangas entre as fungdes de macréfagos e da microglia, esta
ultima possui particularidades, como por exemplo sua morfologia celular. Em
homeostasia, as células da microglia se apresentam com bastantes ramificagdes € muitos
prolongamentos (Figura 5). Em homeostase, a micréglia possui fun¢des importantes,
como o monitoramento de sinapses inativas, remog¢do de corpos apoptoticos e restos
celulares, e a poda sinaptica (synaptic pruning). Em condigdes adversas, como injurias,
danos teciduais e infecgdes, a microglia se torna hipertréfica, apresenta aumento do corpo
celular, reducdo da quantidade de prolongamentos e aumento nos niveis de moléculas de
superficie, como o cluster of differentiation (CD14), o complexo principal de
histocompatiblididade (MHC) e receptores de quimiocinas e citocinas (Streit W J, 2006).
Em um estado de ativacdo méximo, a microglia assume uma morfologia ameboide, com
prolongamentos grossos, menos numerosos € se tornam altamente reativas com uma
elevada capacidade fagocitica (Figura 5) (Streit W J, 2006, Block M L, Zecca L, Hong J,

2007; Wake et al., 2009; Sierra et al., 2010; Paolicelli et al., 2011).
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Figura 5: Esquema de ativacio da micréglia. A microglia em condi¢des de homeostase
possui morfologia altamente ramificada. Em condi¢des de dano tecidual, a microglia

muda sua morfologia apresentando aumento do corpo celular, redu¢do nos
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prolongamentos e regula positivamente a producdo de mediadores inflamatérios
(adaptado de Perry et al., 2007).

Outra caracteristica importante ¢ a mobilidade das células da micréglia, que
permitem as mesmas detectar, migrar ao sitio inflamatério e responder rapidamente aos
estimulos inflamatdrios (Davalos et al., 2005). As respostas das células da microglia a
estimulos inflamatorios consistem em: migracdo ao local lesionado; processamento e
apresentacao de antigenos; sintese de mediadores inflamatorios; e fagocitose (Dheen et
al., 2007; Farfara et al., 2008). As células da microglia sdo os fagocitos profissionais do
SNC. Neste aspecto, a capacidade da microglia em retirar neur6nios mortos, ou em
processo de morte celular, € benéfico pois, em parte, reduzem a inflamagao. Entretanto,
também sdo capazes de fagocitar neuronios vivos e progenitores neuronais. Desta forma,
a regulagdo da atividade fagocitica microglial ¢ importante para a manutencao tecidual e
a sua desregulacdo pode levar a efeitos deletérios (Brown e Neher, 2014).

A microglia constantemente faz um trabalho de reconhecimento sobre a superficie
celular de neurdnios. Quando se ¢ detectado a exposi¢cdo de sinais “eat-me” (como o
fosfolipideo fosfatidilserina), rapidamente o neurénio, ou restos celulares, é fagocitado.
Esses sinais podem ser reconhecidos por opsoninas, que sdo proteinas sollveis
extracelulares que facilitam a fagocitose pela ligacao aos sinais “eat me” das células-alvo,
e com 0s receptores fagociticos em fagécitos (Brown e Neher, 2014). A fagocitose
realizada pelas células da microglia estéd diretamente associada a ligagcdo de quimiocinas
aos seus receptores especificos, como por exemplo a ligacdo da CX; CL, (Fractalkina) ao
seu receptor CX;CR, (Paolicelli et al., 2014). Ja foi demonstrado que a fractalkina é
produzida por células endoteliais, moduladas pela atividade de citocinas, como a IL-1, e
medeiam a migracdo de mondcitos e células T, o que sugere a sua relevancia em eventos

inflamatdrios no tecido cerebral (Maciejewski-Lenoir et al., 1999; Paolicelli et al., 2014).

32



Em eventos iniciais da resposta neuroinflamatoéria ocorre a modula¢éo nos niveis
de fatores soltveis por neurdnios danificados, culminando no recrutamento de células da
microglia. Entre estes fatores solUveis, a reducdo nos niveis de fractalkina modula a
atividade microglial (Lauro et al., 2015). A redugdo na ligacao da fractalkina, presente
em neurdnios, com o receptor, expresso pelas células da micrdglia, desencadeiam répidas
mudancas nas atividades microgliais, como por exemplo a mobilizacdo de célcio
intracelular, iniciando cascatas de sinalizacdo relacionadas com o rearranjo do
citoesqueleto e migragéo celular (Paolicelli et al., 2014).

A ativacdo microglial leva a ativacdo de diversas vias associadas &
neuroinflamacdo, como a ativagdo de c-Jun N-terminal kinase (JNK), bem como a
ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) (Sheridan e Murphy, 2013).

A ativacao microglial vém sendo associada a patologias e a progressao de diversas
doengas de carater neuroinflamatdrio, como por exemplo a esclerose multipla, a esclerose
lateral amiotrofica, Parkinson e Alzheimer. O dano neuronal progressivo apds o quadro
clinico de acidente vascular cerebral (AVC) também pode vir a ativar as células da
microglia. Em condigdes inflamatorias, a microglia, pode induzir a neurotoxicidade por
diversos mecanismos, incluindo a producao de NO pela forma induzivel do 6xido nitrico
sintase (iNOS), levando, diretamente, a neurotoxicidade (Block et al., 2007).

A exacerbagdo da neuroinflamacao ¢ frequentemente vista com efeito deletério as
fungdes neuronais. Consequentemente, o sistema imune ¢ um importante alvo
terapéutico, mesmo em doengas que acometem o SNC. A proximidade da patologia e o
potente arsenal de moléculas citotoxicas fazem da micréglia uma importante
colaboradora na neuroinflamacdo. As perturbacdes nas fungdes homeostaticas da
micréglia levam a anormalidades nos circuitos neuronais, que podem vir a contribuir para

a exacerbagdo da resposta inflamatéria no SNC (Aguzzi ef al., 2013).
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Embora tenha sido discutido o papel da micréglia com efeitos danosos aos
neurdnios por conta da sua ativagdo pro-inflamatoria, evidéncias tem demonstrado os
beneficios do perfil neuroprotetor associado a micréglia. Embora a superativagdo em um
perfil pro-inflamatorio da microglia seja deletéria, a microglia, também est4 envolvida na
manutengdo, reparo e, possivelmente, protecdo (Block, Zecca e Hong, 2007). A
polarizagdo da microglia, simplificadamente, ¢ categorizada nos perfis de ativagdo
macrofagica M1 e M2. Apesar da aproximagao com os perfis de macréfagos, a microglia
pode ser polarizada em um estdgio intermedidrio entre neuroinflamatorio e o
neuroprotetor. A microglia M1 expressa moléculas pré-inflamatorias como o TNF-a, o
IL-1pB, IFN-y e NO. Diferentemente, a microglia M2 expressa moléculas como o 1L-4,
arginase-1, IL-10 e mostra efeitos neuroprotetores (Ponomarev et al., 2007; Liao et al.,
2012; Kobayashi et al., 2013).

A cerca de dados envolvendo a ativacao de células da microglia durante a malaria
cerebral, Capuccini e colaboradores (2016) relataram que o perfil do transcriptoma de
células da microglia revelaram marcadores de ativagdo celular e de resposta imune
durante a malaria cerebral experimental. De acordo com Szklarczyk e colaboradores
(2007), os eventos que ocorrem na vascultura cerebral levam a ativagdo de células da glia
pela difusdo de diversos fatores como a hipdxia, ativacdo de células endoteliais e
alteracdes na permeabilidade da barreira hematoencefélica. Além disso, Szklarczyk e
colaborades (2007), relataram dados obtidos por histologia que sugerem que o
desenvolvimento da maldria cerebral envolve vénulas cerebrais com a presenga de
eritrocitos parasitados, presenca de microhemorragias no tecido cerebral e presenga de
isquemia. Posteriormente, lesdes conhecidas como granuloma de “Durck” sdo
observadas. O granuloma de “Durk” é caracterizado por ser um agregado de astrocitos e

de células da microglia reativas.
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1.4 — Memoria

A memoria ¢ o processo que envolve a aquisicdo, a formagdo, a conservagdo € a
evocagdo de informagdes. A aquisicdo ¢ também conhecida por aprendizagem e a
evocacao, por recordagdo, lembranga ou recuperagdao. O processo de aprendizado pode
ser descrito como os mecanismos pelos quais novas informagdes sdo adquiridas e a
memoria como o mecanismo pelo qual o conhecimento ¢ retido (Izquierdo e Pereira,
1989; Lynch, 2004). E conveniente categorizar a memoria como explicita, que é definida
pelo envolvimento da evocagdo consciente de informagdes acerca de pessoas, lugares e
objetos, ou implicita, que ¢ caracterizada pela evocag¢do inconsciente em resposta a
estimulos. A memoria explicita depende da integridade lobo temporal, bem como do
hipocampo e do cortex entorrinal. Em contrapartida, as memorias implicitas incluem
simples associacdes de memoria, como a memoria condicionada e ndo-condicionada, e
depende de estruturas como o cerebelo e os ganglios basais. Embora diversas estruturas
cerebrais tenham participa¢do na consolidacdo de formas de aprendizados/memorias, o
hipocampo ¢ reconhecido por realizar um papel fundamental na formacao de memoria
(Squire L R, 1992; Lynch M A, 2004).

O hipocampo consiste de duas finas camadas de neurdnios, dobradas uma

sobreposta a outra. As principais estruturas do hipocampo estudadas na literatura acerca

da formacao de memoria sdo as regides do CA1, CA3 e o giro denteado (Figura 6).
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Figura 6: Principais regides hipocampais envolvidas no processo de formacio de
memoria. Estrutura interna do hipocampo e suas principais conexdes intrinsecas.
Diversos axonios provenientes do cértex entorrinal mantém conexdes com o hipocampo.
As fibras oriundas do cortex entorrinal fazem sinapse com as células do giro denteado,
que projeta axdnios a regidao CA3 que, por sua vez, emite axonios a regido CAl. Os

axonios de CAl, apds, conecta-se ao giro denteado (Izquierdo e Medina, 1997).

A memoria segue, basicamente, etapas que envolvem: a experimentagdo; a
codificacdo; a consolidacdo; e a fixacdo. A etapa de experimentacdo envolve a vivéncia a
um evento, ou estimulo, especifico. Apos, algumas caracteristicas desse evento sdo
codificadas em uma série de processos que posteriormente levam ao processo de
consolidacdo das informagdes. A consolidacdo da memoria demanda uma quantidade de
tempo significativa e ¢ importante na determinagao na sele¢ao de quais informacdes serdo
preservadas e a durabilidade da informacao fixada como memoria. Apds essas etapas, a
memoria consolidada pode ser evocada pelo individuo em resposta a eventos

semelhantes, ou idénticos, ao primeiro evento vivenciado (Nadel et al., 2012). As
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alteracdes possiveis que podem ocorrer a memoria previamente fixada podem influenciar
desde a sua evocagdo, o fortalecimento, ou até mesmo a sua extingao (Nadel ez al., 2012;
Hupbach et al., 2007; Walker et al., 2003). As memorias podem acumular ou perder
informacdes durante periodos prolongados. No entanto, ao longo de dias, meses, ou até
mesmo anos, existem oscilagdes na taxa de extingdo, incorporacao de novas memorias de
curto prazo, ou memorias de longo prazo (Izquierdo et al., 2006).

A codificacdo, armazenamento e evocacao da memoria, sdo resultados da atividade
coordenada e intera¢do de milhdes de neuronios e sinapses. As sinapses sao consideradas
excepcionalmente plasticas em sua composi¢do, funcdo e arquitetura. A literatura relata
que as sinapses sao fortemente influenciadas pelo trafego de impulsos, pela homeostase
e efeitos modulatorios de sinais vizinhos provenientes de células neuronais e gliais. A
plasticidade sinaptica € elementar nos processos de aprendizado, desenvolvimento de
memoria, remodelacdo e homeostase de circuitos neurais. Na etapa de aprendizado, ha
modificacdes nas conexdes sinapticas, na comunicagdo e, subsequentemente, as
modificacdes se tornam estaveis a fim de preservar as caracteristicas obtidas durante o
processo de formacdo de memoria. Essas modificagdes podem gerar memorias de curto
prazo, ou memorias de longo prazo (Amtul e Atta-ur-Rahman, 2015; Mozzachiodi e
Byrne, 2010).

A memoria de curta duragdo estende-se desde os primeiros segundos seguintes a
etapa de aprendizado, até 3-6 horas. Os mecanismos envolvidos na formagao da memoria
de curta dura¢do envolvem principalmente eventos bioquimicos. O inicio ocorre no
hipocampo e nas estruturas adjacentes, como o cortex entorrinal e a amigdala basolateral,
via ativagdo de receptores glutamatérgicos do tipo canais idnicos, a-amino-3-hidroxil-
metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e metabotropicos
(ligados a proteina G). Durante a primeira hora, é necessario a ativagdo de enzimas a e/ou
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B-II da proteina quinase C (PKC). Nos 90 minutos iniciais ¢ necessario a ativacdo da
proteina quinase A (PKA) no hipocampo, enzima essa que também ¢ utilizada durante o
processo de formagdo da memoria de longa duragdo. Logo apds a etapa de aprendizado,
a memoria de curta duragdo requer a ativagdo da via de MAP quinase (MAPK) no
hipocampo. A formagao da memoria de curta duragdo € inibida pela ativagao de receptores
GABA¢érgicos. (McGaugh, 2000; Izquierdo et al., 1999).

A consolidagdo da memoria e a formagdo da memoria de longa duragdo esta
relacionada com potenciais de longa duracdo (LTP) que s3o o aumento persistente da
resposta neuronal a estimulagdo axonal, podendo ser um somente ou varios axénios que
realizam sinapses com os neurdnios. O aumento da estimulacdo e das respostas pos-
sinapticas por horas, dias, ou mesmo semanas tem papel importante da LTP na formagao,
consolidagdo e armazenamento de memorias de longa duragdo (Izquierdo et al., 2008).
Os eventos bioquimicos que circundam a LTP sdo bastante semelhantes a formagao de
memorias de curta duragdo, pois compartilham a mesma cascata iniciadora, mas diferindo
no envolvimento de 4 cascatas de sinalizacdo distintas com 4 proteinas quinases
diferentes: PKG, PKC, PKA e CaMKII, seguido de mudancas em subunidades dos
receptores glutamatérgicos e aumento na expressao de fatores de transcrigdo. A
modulacdo dos eventos bioquimicos durante a LTP ¢ mediada, localmente, por sinapses
em receptores GABAérgicos, colinérgicos e noradrenérgicos. Posteriormente, a
modulacdo depende de receptores -adrenérgicos, SHT1A e dopamina D1 no hipocampo.
Evidéncias relatam que durante a LTP, a atividade hipocampal mediada por receptores do
tipo AMPA persistem por, aproximadamente, 3 horas a fim de consolidar a memoria. A
atividade hipocampal ¢ transmitida a outras regides e estruturas, pelo recrutamento de
cascatas de sinalizacdo via receptores dopaminérgicos, adrenérgicos e serotoninérgicos,

bem como, o cortex entorrinal e o cortex parietal. O cortex parietal e entorrinal participam
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da etapa de consolidacdo da memoria minutos apds a cadeia de eventos hipocampais €
iniciada, em ambos os casos via receptor NMDA. A cadeia de eventos no hipocampo,
acompanhada de sua plasticidade sinédptica, ¢ importante para a formacao e consolidagdo
da memoria. Bem como, a cadeia de eventos para formacao da memoria de longa duragio
esta conectada com LTP (Izquierdo e Medina, 1997; Medina et al., 2008; Amtul e Atta-
ur-Rahman, 2015).

O fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) é um membro da familia das
neurotrofinas e € o fator de crescimento mais produzido no tecido cerebral, especialmente
no hipocampo (Bramham e Messaoudi, 2005; Comim et al., 2012). O BDNF ¢
sintetizado, armazenado e liberado de neurdnios glutamatérgicos (Lessmann et al., 2003).

O BDNF possui papel importante durante o processo de aprendizado e formagao de
memoria. Dentre as suas fungdes, o BDNF possui papel critico na regulagdo da
sobrevivéncia e na diferenciacdo de populagdes neuronais no SNC (Binder e Scharfman
2004), além disso, ¢ um importante fator na regulacdo de diferentes circuitos neuronais
como por exemplo, no cérebro adulto, o BDNF tem papel importante na transmissdo de
sinapses excitatorias e na plasticidade (Tyler ef al., 2002).

O BDNEF se liga preferencialmente a receptores do tipo tirosina quinase (Trk) B e,
no hipocampo, ambos sdo expressos nos neurénios principais e alguns interneuronios,
resultando na sinalizagdo interna hipocampal (Bramham e Messaoudi, 2005). Ainda no
hipocampo, evidéncias sugerem que o BDNF facilita as fases iniciais e finais no processo
de formacao da LTP (Lu e Chow, 1999). A ligagdo do BDNF ao receptor TrkB leva a
autofosforilagcdo do residuo de tirosina no dominio intracelular, levando a ativagao de
uma, ou mais, das 3 principais vias de sinalizacdo, como a via MAP quinase (MAPK),

Fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) e a fosfolipase Cy (PLC-y) (Nagappan e Lu, 2005).
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Os niveis homeostaticos de BDNF no tecido cerebral sdo essenciais para a
manuten¢do das fungdes de aprendizagem e formagao de memdria, por um um processo
denominado consolidagdo sindptica. Em adi¢@o, ha trabalhos que relatam redugdes nos
niveis de BDNF em doengas neurodegenerativas (Weickert et al., 2003; Allen e Dawbarn,
2006).

O BDNF ¢ um fator crucial na plasticidade neuronal, pois sdo abundantes em
regides importantes, onde participam dos eventos de crescimento e remodelamento
axonal, e dendritico. Eles sdo responsaveis pela produ¢ao de neurotransmissores e pela
formagao e funcionamento de sinapses (Bramham e Massaoudi, 2005; Lu et al., 2005). A
exacerbagdo da neuroinflamagdo, que ocorre durante processos naturais, como no
envelhecimento, bem como em resposta a estimulos inflamatérios, podem reduzir
significativamente a quantidade de BDNF necessaria aos processos de plasticidade
relacionada a formagdo de memoria (Patterson, 2015) e diversos estudos demonstraram
que a inflamagao afeta a expressdo do BDNF no cérebro (Guan e Fang, 2006; Schnydrig

etal.,2007).

1.5 — Dano Cognitivo na Malaria Cerebral

A cada ano, as doengas infecciosas matam aproximadamente nove milhdes de
pessoas, na maioria criangas até cinco anos (OMS, 2012). Além disso, os pacientes que
sobrevivem as doencas infecciosas podem desenvolver debilidades. Diversos trabalhos
vém relatando que pacientes sobreviventes de doengas inflamatdrias sist€émicas graves
com acometimento cerebral, como a encefalopatia associada a sepse, AIDS e a malaria
cerebral, apresentam sequelas fisicas e neurologicas, podendo ser reversiveis ou nao

(Carter et al., 2006; Morandi e Jackson, 2011; del Palacio et al., 2012).
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As sequelas neurologicas associadas aos casos mais graves de malaria tém um papel
potencialmente negativo no desenvolvimento das criangas sobreviventes, podendo causar
declinio cognitivo a longo prazo e consequéncias socioecondmicas no decorrer do
desenvolvimento do individuo (Carter et al., 2005; Boivin et al., 2007; John et al., 2008).

O dano cognitivo associado a malédria cerebral ¢ frequente em criangas
sobreviventes do quadro clinico de malaria grave e, como relatado por Boivin e
colaboradores (2007), pode persistir por anos, sendo potencialmente irreversivel. O
déficit de atencdo, acompanhado a deficiéncia na linguagem e fala — dificuldades com
vocabulario, esquecimento de palavras e fonologia — sdo comuns em criangas com dano
cognitivo ap6s o quadro clinico de malaria cerebral. De acordo com Idro e colaboradores
(2010), esta claro que muitas criangas sobreviventes desenvolveram e sustentaram algum
tipo de deficiéncia neurologica a longo prazo. Onze por cento desenvolveram deficiéncias
graves, como perda de visdo, ataxia e hipotonia. Entre as sequelas neuroldgicas graves,
vinte e cincos por cento dos pacientes sobreviventes desenvolvem sequelas a longo prazo
acometendo func¢des cognitivas, motoras e alteracdes no comportamento (Brewster ef al.,
1990; Newton et al., 1998; Boivin et al., 2007; John et al., 2008; Idro et al., 2010).

Os mecanismos que levam ao desenvolvimento do dano cognitivo ndo foram
completamente elucidados e estratégias terapéuticas que visem a prevengao e tratamento
dessas sequelas ainda ndo estdo a disposi¢do dos pacientes. A neuroinflamacdo parece
desempenhar um papel fundamental na deflagracdo da sequela cognitiva, sugerindo o
envolvimento de diversos tipos celulares, como células endoteliais, células do sistema
imune, astrocitos e microglia. A ativagdo das células endoteliais, acompanhado da
ativacdo de células gliais podem ser a ponte conectando a inflamagdo tecidual e a
toxicidade neuronal que, posteriormente, levardo a disfuncdo cognitiva (Hora et al.,

2016).
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Um problema fundamental na avaliagdo dos mecanismos que levam a deflagragio
do dano cognitivo ap6s o quadro clinico de malaria cerebral ¢ a relativa insuficiéncia de
amostras e dados uma vez que a experimentagdo em humanos seria invasiva e insegura,
embora o estudo em amostras de tecidos cerebrais post mortem tenham obtido papel
importante na obten¢do dos primeiros dados (Idro et al., 2010). Desta forma, os estudos
em modelos experimentais sdo importantes na investigacdo dos mecanismos
fisiopatologicos da malaria cerebral. Os modelos animais reproduzem diversas
caracteristicas da doenga em humanos, como por exemplo a infeccdo de camundongos
C57/Black 6 com o Plasmodium berghei ANKA (PbA) que ¢ capaz de desenvolver danos
neurologicos e comportamentais, similares a infeccdo de humanos com o Plasmodium
falciparum, incluindo fatores como ataxia, microhemorragias, convulsdes e coma
(Matuschewski, 2013). Além disso, a partir de dados obtidos pela contagem de
parasitemia e por alteracdes comportamentais, definidas pelo protocolo SmithKline
Beecham, Harwell, Imperial College, Royal London Hospital, phenotype assessment
(SHIRPA), ¢ possivel inferir preditivamente se houve o desenvolvimento da malaria
cerebral em camundongos C57Black/6 infectados com PbA (Martins et al., 2010).

Diversos trabalhos utilizando modelos experimentais vém documentando
alteragdes metabodlicas, aumento nos niveis de mediadores inflamatdrios, como citocinas
e quimiocinas, aumento de ROS, bem como foram capazes de reproduzir a sequela
cognitiva a longo prazo (Lamb et al., 2006; Reis et al., 2010; Reis et al., 2012; Sheikh et
al., 2014). Reis e colaboradores (2010) relataram que ap6s o quadro clinico de malaria
cerebral, camundongos C57/Black 6 infectados com PbA desenvolviam dano cognitivo,
sendo determinado através de experimentos que determinavam a formagdo de memoria
aversiva — ensaio de esquiva inibitoria — e formagdo de memoria espacial — ensaios de

reconhecimento de objeto e campo-aberto —. E de suma relevancia elucidar os
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mecanismos envolvidos na deflagracdo da malaria cerebral e do dano cognitivo associado
subsequente, a fim de enriquecer a literatura, propor novos alvos terapéuticos e
desenvolver novas estratégias de tratamento (Stoltenburg-Didinger et al., 1993; Medana
et al., 1997; Desruisseaux et al., 2008; Reis et al., 2012).

1.6 — Minociclina

A minociclina ¢ um antibidtico semissintético pertencente ao grupo das tetraciclinas
primeiramente sintetizado em 1967 (Aronson, 1980). Em comparacdo com outras
tetraciclinas, a minociclina possui uma melhor biodisponibilidade e tem a propriedade de
transpassar a barreira hematoencefalica, esta tltima caracteristica se da por seu tamanho
reduzido e sua alta capacidade lipofilica (Jordan et al., 2007; Chaoyun et al., 2013). A
minociclina vém sendo usada no tratamento de diversas infec¢des, como por exemplo
infec¢des respiratorias. Ela ¢ efetiva no combate a bactérias gram-positivas e gram-
negativas (Garrido-Mesa et al., 2013).

Além da sua atividade antimicrobiana, podem ser observados efeitos anti-
inflamatorios em doencas de carater neurodegenerativo e outros efeitos benéficos em
lesdes cerebrais. Trabalhos vém relatando efeitos neuroprotetores em modelos
experimentais de doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer, o Parkinson, a doenca
de Huntington, assim como em modelo experimental de acidente vascular encefalico
(Blum et al., 2004; Noble et al., 2009; Chaoyun et al., 2013).

Como descrito anteriormente, a neuroinflamacdo ¢ importante em fisiopatologias
que culminam com a neurodegeneragdo. Atualmente, ¢ bem aceito que mediadores
inflamatorios, como as citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 que s@o produzidas por células da
microglia, astrocitos, neutrofilos e macréfagos, podem levar a efeitos deletérios aos
neurdnios pela exacerbagdo da resposta inflamatéria (Stirling et al., 2005). Baseando-se

nesta ultima informacao, o tratamento com minociclina exerce efeito anti-inflamatorio,
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suprimindo a proliferacdo e a ativagdo microglial, bem como na redu¢do dos niveis de
mediadores inflamatérios (Kim e Suh et al., 2009; Plane et al., 2010; Chaoyun et al.,
2013).

Kobayashi e colaboradores (2013) demonstraram que a administragdo de
minociclina inibiu a ativagdo da microglia em um perfil pré-inflamatdério em modelo
animal de esclerose lateral amiotrdfica, reduzindo os niveis de importantes mediadores
inflamatorios, como o TNF-a, IFN-y e IL-1p, bem como observaram o mesmo fendmeno
in vitro em células de microglia estimuladas com LPS. Tikka e colaboradores (2001)
relataram que a minociclina tem efeitos neuroprotetores in vitro em coculturas de
micréglia com neurdnio, pela inibicdo da ativagao e proliferagao de células da micréglia.

Desta forma, este trabalho avaliou os efeitos da minociclina na ativag¢do de células
da microglia e nos eventos neuroinflamatorios associados a malaria cerebral. Além disso,
também foi avaliado o efeito no tratamento na prevengdo ao dano cognitivo decorrente

da infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA.
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2- Objetivos:
2.1 — Objetivo Geral:
Avaliar o papel da minociclina nos eventos que deflagram o dano cognitivo

associado a malaria cerebral.

2.2- Objetivos Especificos:

Observar o efeito do tratamento com minociclina:

- Na progressao da malaria grave;

- Na ativa¢ao da microglia;

- Nos eventos celulares e moleculares associados ao desenvolvimento da malaria
cerebral;

- Na possivel prevenc¢ao da formagao do dano cognitivo.
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3- Material e Métodos

3.1 - Modelo Experimental

Para o modelo de malaria cerebral experimental (MCE) foram utilizados
camundongos da linhagem C57Black/6 obtidos do Biotério Central da Fiocruz (licenca
CEUA L25/15) mantidos em ciclo claro/escuro, 12/12 horas. A cepa de Plasmodium
berghei ANKA (PbA) foi obtida de amostras de sangue de camundongo, infectado com
PbA, congelada e passada a animais doadores (200 pL sangue/animal, via intraperitoneal
- i.p.). Para os experimentos, o animal doador que possuisse, aproximadamente, 10% de
parasitemia no quinto dia ap6s a infec¢ao, tinha o sangue coletado e utilizado para infectar
os grupos experimentais com 200 puL de sangue diluido em PBS contendo 10° eritrocitos
parasitados, injetados intraperitonealmente. Os animais dos grupos controles (RBC)

foram inoculados com hemacias nao parasitadas.

3.2 — Tratamentos

Os animais referentes ao grupo tratado (RBC+Mino e PbA+Mino) receberam
tratamento com o farmaco Minociclina (50 mg/kg) (Sigma Aldrich) diluido em PBS e
administrado do terceiro ao sexto dia apds a infeccdo, via oral (Li et al., 2013). Os animais
destinados aos experimentos de comportamento receberam tratamento com o
antimalarico Cloroquina (25 mg/kg) (Sigma Aldrich), diluido em PBS e administrado do

sexto ao décimo segundo dia apds a infec¢do, via oral.

3.3 - Avaliacao do Escore Clinico
Nos dias 3 e 6 apds a infec¢do com PbA, os camundongos foram avaliados de
acordo com 18 sintomas clinicos: piloere¢do; corpo arqueado; andar vacilante;

convulsdes; paralisia de pata; coma; taxa de respiracao alterada; cor da pele; altera¢do no
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batimento cardiaco; lacrimagdo; fechamento de palpebras; auséncia de forca nos
membros superiores; perda de tonus dos membros, abdominal e corporal; alteragdo de
temperatura corporal; auséncia de interesse pelo ambiente; e imobilidade ao toque. Na
presenca do sintoma ¢ dado a pontuagdo 1 e na auséncia, 0. Os animais que obtiverem
somatorio igual, ou maior, a 3 sdo marcados como positivos para maléria cerebral (Reis

etal, 2012).

3.4 - Desenho Experimental

Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais: Animais infectados com
PbA; e animais controles nao-infectados (RBC). Ao terceiro dia apds a infec¢do dos
grupos experimentais, os grupos iniciais foram novamente divididos em: Animais
infectados com PbA; Animais infectados com PbA tratados com minociclina
(PbA+Mino); Animais controles ndo-infectados (RBC); e Animais controles nao-
infectados tratados com minociclina (RBC+Mino). Para os experimentos de analise
comportamental, todos os grupos receberam tratamento com a droga antimaldrica
cloroquina do 6° ao 12° dia pos-infeccao. A avaliacdo cognitiva foi realizada no 15° e 16°
dias pos-infeccdo. Em outro bloco de experimentos, os animais foram levados a 6bito no
6° dia pos-infeccdo para extragdo de amostras de tecido cerebral. A partir dessas amostras
de 6° dia foram feitos cortes histologicos para marcacdo por imunohistoquimica, e
analises bioquimicas e moleculares do cérebro, em regides de interesse como o cortex e

o hipocampo.

3.5 - Contagem de Parasitemia
Nos dias 3 e 6 apds a infec¢do, foram preparadas ldminas de esfregago sanguineo

coradas com Panoético rapido. Apds a preparacdo, as laminas foram levadas ao
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microscopio 6tico sob objetiva de 100 X e no campo foram contabilizadas 100 hemacias
contendo ou ndo formas do parasita em seu interior. Os parasitas observados fora de

hemacias nao foram contabilizados.

3.6 - Avaliaciao do Dano Cognitivo

3.6.1 - Freezing

O ensaio de freezing foi realizado para analise da formacgao do dano cognitivo ao
15° e 16° dias ap6s a infecgdo. Este ensaio comporatamental ¢ realizado em 2 sessdes: na
sessdo treino, um animal por vez € colocado em uma caixa com fundo contendo barras
metalicas ligadas a uma fonte geradora de eletricidade, onde o animal explora o ambiente
durante 3 minutos. Ao final do tempo, o animal recebe 2 choques consecutivos de 0,6 mA
por 3 segundos, com intervalo de 30 segundos entre os choques; A sessdo teste € realizada
24 horas ap06s a sessao treino, onde o animal retorna a caixa e ¢ contabilizado o tempo de

imobilidade do animal durante 3 minutos (Bekinschtein P et al., 2007).

3.6.2 — Labirinto aquatico de morris (Water Maze)

Durante as sessdes treino, o animal foi colocado em uma piscina, com 1 m de
didmetro contendo uma plataforma submersa em um dos quadrantes, onde foi
contabilizado o tempo que o animal necessitou para encontrar a plataforma submersa. As
sessoes treino ocorreram uma vez ao dia, durante 4 dias. No quinto dia de experimento, a
plataforma ¢ retirada e o animal retorna a piscina, onde registramos o tempo em que o
animal permaneceu no quadrante que havia a plataforma durante as sessoes treino (Morris

R G, 1984).
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3.7 — Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

3.7.1 - Extra¢ao de mRNA total

As amostras de cortex dos tecidos cerebrais foram extraidas no 6° dia pds-infecgao,
apos a eutanasia dos animais dos grupos experimentais previamente determinados. Cada
amostra, individualmente, foi embebida e homogeneizada em 1mL de Trizol. Apos a etapa
de homogeneizacao, o liquido resultante foi transferido totalmente para tubo eppendorff
de 1,5 mL, onde foi adicionado 200 pL de cloroférmio por tubo e homogeneizado durante
30 s em voértex. Em seguida, as amostras foram centrifugado a 12000 g por 15 minutos a
4° C. Apbs a centrifugagdo, coletou-se a fase aquosa e adicionou-se 500 pL de
isopropanol, seguido homogeneizagdo durante 30 s em vortex. Apds a homogeneizagao,
os tubos foram incubados a temperatuta ambiente por 10 minutos e, depois, centrifugados
a 12000 g por 15 minutos a 4° C. Apos a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 1 mL de etanol 75% (etanol 100% diluido em 4gua DEPC — 4gua livre de
nucleases) por tubo e agitou-se em vortex durante 30 s. Apos, centrifugou-se os tubos a
12000 g por 5 minutos a 4° C e descartou-se o sobrenadante. O pellet formado foi
ressuspenso em 20uL de dgua DEPC e dosou-se a quantidade de RNA total por
espectrofotometria (Nanodrop — Thermo Scientific Nanodrop 2000), através da analise

da relagdo 260/280 nm.

3.7.2 - Sintese do cDNA
Foram adicionados por tubo: 1uL de Oligo DT; 1uL DNTP; 1pg de RNA; e
completar até o volume final de 10 pL. com agua DEPC. Ap0s, os tubos foram aquecidos

a 65° C por 5 minutos e resfriados em gelo por 1 minuto. Apos esta primeira etapa, foram

adicionados 9 pL de mix contendo 2uL de 10X RT Buffer; 4uL de 25mM MgCly; 2 pL
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de 0,1 DTT; e 1uL de RNase OUT e, novamente, os tubos foram aquecidos a 65° C por 5
minutos e resfriados em gelo por 1 minuto. Apds, foi adicionado 1pL de Superscript 11
RT por tubo e, logo apos, os tubos foram aquecidos a 42° C por 50 minutos, 72° C por 15
minutos e resfriados em gelo por 1 minuto. Apds, foi adicionado 1uL de RNase H por

tubo e, finalmente, os tubos foram aquecidos a 37° C por 20 minutos.

3.7.3 - PCR em tempo real

Para o experimento, foram feitas placas de 96 pogos para PCR em tempo real e cada
poco continha: 10ul. Power SYBR-green; 0,6 pL de primer foward e reverse
(concentracdo final de 300 nM no pogo); 7,8uL de 4gua DEPC; e 1uL de cDNA. Apoés a
preparacdo da placa, a mesma foi levada ao equipamento Step-One (Applied Biosystems),
onde por meio do software de mesmo nome do equipamento, foram determinados os
ciclos para a realizacio do PCR. Durante a corrida, o software registra a curva de
amplificagdo da sequéncia de primer de interesse. Finalizada a corrida, o software registra
os Ct’s das amostras amplificadas. A partir desses Ct’s, os dados sdo analisados pelo

método de 224°" (Livak K J, Schmittgen T D, 2001).

3.7.4 - Sequéncia de Primers

ICAM Left Primer (AGC ACC TCC CCA CCT ACT TT); ICAM Right Primer
(AGC TTG CAC GAC CCT TCT AA); iNOS Left Primer (CAC CTT GGA GTT CAC
CCA GT); iNOS Right Primer (ACC ACT CGT ACT TGG GAT GC); TNF Left Primer
(AGC CCC CAG TCT GTATCC TT); HIF1A Left Primer (CAA GAT CTC GGC GAA
GCA A); HIF1A Right Primer (GGT GAG CCT CAT AAC AGA AGC TTT); TNF Right
Primer (CTC CCT TTG CAG AAC TCA GG). Arginase Left Primer (GTG AAG AAC

CCA CGG TCT GT); Arginase Right Primer (CTG GTT GTC AGG GGA GTG TT).
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3.8 - Imunohistoquimica (IHC):

Os animais foram perfundidos com salina estéril e, logo apos, foram perfundidos
com paraformaldeido (PFA) 4% antes da coleta das amostras do tecido cerebral. Apds a
extragdo, as amostras foram embebidas em PFA 4% e, posteriormente foram embebidas
em sacarose 20% para criopreservagdo. Depois de congelados, os cérebros foram levados
ao Criostato para a realizagdo de crio-cortes. A cada corte de 30 uM realizado, a fatia
resultante era colocada em PBS com azida 0,1% em placas de 24 pocos com fundo chato.

Ap0s a realizacdo dos criocortes, o PBS com azida foi substituido por PBS e, em
seguida, o PBS foi substituido por 300 pL de tampao de bloqueio (tampao fosfato 0,1M;
0,3% Triton; 5% soro de cabra; 3% albumina sérica bovina; pH = 7,4) e deixado sob
agitacdo por 1 hora. Apds o bloqueio, adicionou-se 250 pL de solucdo do anticorpo
primario anti-Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1, preparado em coelho)
na propor¢ao de 1:400 em tampao de bloqueio, mantendo-se em agitagao overnight.

Ap0s este periodo, os cortes foram adicionadoa a 250 uL do anticorpo secundario
(Alexa 488 anti-IgG de coelho, preparado em cabra) na proporc¢ao de 1:1000 em tampao
de bloqueio durante 2 horas. Finalizado o tempo de exposi¢do ao anticorpo secundario,
os cortes foram lavados em PBS duas vezes e, finalmente, foram preparadas laminas com
Vectashield com DAPI nos cortes para serem levadas ao microscopio de fluorescéncia

(Olympus BX51). Foram registradas imagens com as objetivas de 40x e 20x.

3.9 - Western Blotting:
Os animais eutanaziados foram perfundidos com salina estéril e amostras de cortex
e hipocampo foram extraidas. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em

tampdo Ripa (150 mM NaCl; 1% Triton; 0,5% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS; 50 mM
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Tris; pH = 8,0) - ImL para cortex e 0,5 mL para o hipocampo - contendo os inibidores de
protease e fosfatase (pastilha Complete® - Roche), e sonicadas por 10 minutos, ambos 0s
procedimentos em gelo. Em seguida, as amostras foram transferidas a tubos eppendorff
de 1,5 mL, centrifugadas a 14000g por 15 minutos e 0s sobrenadantes resultantes foram
coletados. Apos a coleta do sobrenadante, foi realizado a dosagem de proteinas pelo
método de reacdo ao &cido becinconinico (BCA). O método BCA foi preparado
adicionando-se cinquenta partes do reagente A (BCA — A) a uma parte do reagente B
(BCA — B). Foi realizado uma curva padrdao (2 mg/ mL a 0,01562 mg/ mL) através de
diluigBes seriadas de albumina humana fornecida pelo proprio fabricante do Kkit.

Apo6s a dosagem de proteinas, as amostras foram diluidas em tamp&o de amostra
(50 uM Tris; 10% SDS; Glicerol; B-mercaptoetanol; azul de bromofenol) para que fosse
adicionado 50 pg de proteinas totais por poco do gel. As amostras foram levadas ao gel
de poliacrilamida (4-20%) que foi submetido a uma corrente de 110V por
aproximadamente 2 horas. Em seguida a corrida, os géis foram transferidos para
membranas de nitrocelulose (Odyssey system™) previamente ativadas em metanol
100%. A transferéncia foi realizada a 45V por gel, no decorrer de 90 minutos em sistema
semi-seco (Amersham Biosciences), com a utilizacdo de tampao de transferéncia (Tris-
Glicina 1X e metanol 20%).

Apbs a transferéncia, as membranas foram embebidas em tampédo de bloqueio (5%
albumina bovina e TBS-Tween) por uma hora com solugéo blogueadora preparada com
BSA (Bovin Serum Albumin) 5% diluida em TBS-Tween (10 mM de Tris; 150 mM NaCl;
0,05% Tween; pH = 7,4). Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpo
primario diluido em solucéo de bloqueio e TBS-Tween na proporg¢do 1 para 1000 durante
a noite (overnight). Apos o periodo de incubagdo com anticorpo priméario, a membrana

foi embebida em solucdo contendo os anticorpos secundarios (anti-coelho, ou anti-
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camundongo — Li-Cor Biosciences), diluidos em TBS-Tween, durante trinta minutos.
Apo6s a exposicdo das membranas aos anticorpos, as membranas foram escaneadas e o
registro das bandas de interesse foi realizado por densitometria, utilizando o software
Odyssey Infrared Imaging system®. Para avaliacdo da ativacdo de mediadores anti-
inflamatorios, foi utilizado o anticorpo para arginase-1 (coelho — Cell Signalling). Para
avaliacdo da ativacdo da via de morte celular, foi utilizado o anticorpo para caspase-3
(coelho — Abcam). Para marcagdo de B-actina, foi utilizado o anticorpo anti-actina (cabra

— Abcam).

3.10 — Analise da Formacdo de Edema e Comprometimento da Barreira
Hematoencefalica

Os camundongos foram injetados com 0,2 mL de Azul de Evans 2% (Sigma) via
intravenosa (i.v) ao sexto dia ap6s a infeccdo, uma hora ap6s o tratamento com
minociclina e, uma hora apos a injecdo do Azul de Evans, os animais foram levados a
Obito. Apo6s a morte dos animais, foram coletadas amostras de tecido cerebral que foram
pesadas em balanca de precisao e, apos, os tecidos foram embebidos individualmente em
3 mL formamida para extrair o Azul de Evans do tecido cerebral. A absorbancia foi
medida a 620 nm em leitora de placa. Ap6s determinar a concentragdo de Azul de Evans
e 0 peso de cada cérebro, foi realizada a razdo entre a concentragdo (mg/mL) e o peso do

cérebro (g).

3.11 — Anélise Estatistica
Para as analises do Azul de Evans, PCR e Western Blotting foram feitas analises
descritiva de média + erro-padrdo da média. A comparagéo entre as variagdes em torno

das médias dos grupos experimentais foi realizada pelo teste One-Way ANOVA (Tukey:
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Multiple Comparison Test). Em todas as analises foram considerados valores
significativos estatisticamente de P<0,05. A analise para a significancia da curva de

sobrevida foi realizada pelos testes Log-rank (Mantel-Cox) e Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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4. Resultados:

4.1 - O tratamento com Minociclina ndo impediu o crescimento da parasitemia
e ndo preveniu a mortalidade associada a infec¢cdo com o Plasmodium berghei ANKA

A figura 7 mostra o efeito do tratamento com minociclina na parasitemia, escore
clinico e curva de sobrevida de camundongos C57Black/6 infectados com PbA. Ao sexto
dia ap6s a infeccdo, os animais que receberam o tratamento com minociclina
apresentaram uma menor porcentagem de parasitemia, mas apds o fim do tratamento, ndo
é observada diferenca significativa (Figura 7A). Também ao sexto dia, observamos que
0s animais tratados com minociclina apresentaram uma reducgédo significativa dos
sintomas clinicos de maléria (Figura 7B). Ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de sobrevida entre o grupo infectado com PbA e o grupo infectado que ndo

recebeu tratamento (Figura 7C).
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Figura 7. Efeito do tratamento com Minociclina na malaria experimental. Avaliagdo
da parasitemia, n= 5-25/grupo. ***P = 0,0001. Teste-T (A); Escore clinico realizado ao
6° dia apos a infeccdo, n=25/grupo. Teste-T (B); Curva de sobrevida observada ao
decorrer de 15 dias apds a infeccdo com PbA, n=10/grupo. Log-rank (Mantel-Cox) e
Gehan-Breslow-Wilcoxon (C);

4.2 - O tratamento com minociclina preveniu o comprometimento da barreira
hematoencefalica.

Utilizando a injecdo do azul de Evans (2%) como marcador para avaliar a
permeabilidade da barreira hematoencefalica, podemos observar que o grupo infectado
com PbA apresentou um aumento significativo na concentracdo de azul de Evans no
tecido cerebral em relacdo ao grupo RBC. O grupo que recebeu o tratamento com

minociclina apresentou uma reducéo significativa na concentracdo de azul de Evans no
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tecido cerebral, quando comparado ao grupo infectado com PbA. N&o houve diferenca
significativa entre o grupo RBC e o grupo infectado com PbA tratado com minociclina

(Figura 8).

** **

3e-0054 I

2e-0054

1e-0054

Azul de Evans
(mg/mL.g de peso cerebral)

T
RBC PbA PbA+Mino

Figura 8. Efeito do tratamento na integridade da barreira hematoencefalica. Relacdo
da concentragdo de azul de Evans e o peso do tecido cerebral em gramas (g). N=5/grupo.
**P<(0,001 One-Way ANOVA (Tukey: Multiple Comparison Test).

4.3 — A administracdo de Minociclina reduziu a ativacdo de células de
micréglia na regidao CA1 do hipocampo.

A Figura 9 mostra o efeito do tratamento com minociclina na ativagdo de células da
microglia através da marcagdo com Iba-1. As imagens foram registradas pelo microscopio
de fluorescéncia com objetivas de 20x (Figura 9A; 9C; 9E) e 40x (Figura 9B, 9D; 9F).
As células da microglia do grupo RBC apresentam morfologia bastante ramificada
(Figura 9A e 9B). O grupo infectado com PbA apresentou células da microglia com uma
quantidade menor de prolongamentos e com o corpo celular maior, em rela¢do ao grupo
RBC (Figura 9C e 9D). O grupo infectado com PbA e tratado com minociclina apresentou
células ramificadas e, também celulas ativadas (Figura 9E e 9F). A Figura 9G mostra a
porcentagem de células da micrdglia ativadas, onde observamos que o grupo PbA

apresenta uma porcentagem de células ativadas significativamente maior em relacdo ao
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grupo RBC. O tratamento com minociclina foi capaz de reduzir significativamente a
ativacdo de células da microglia em relagdo ao grupo PbA, ndo havendo diferenca entre

0 grupo RBC e o grupo infectado com PbA tratado com minociclina.
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Figura 9. Efeito do tratamento com Minociclina na ativacio de células da microglia.
Imunohistoquimica com marcagao para Iba-1 de amostras de cérebro coletadas no sexto
dia apos a infec¢cdo com PbA. Foram feitas fotos da regido CA1 do hipocampo dos grupos
RBC (figura 9A e 9B), PbA (figura 9C e 9D) e PbA tratado com minociclina (figura 9E e
OF). Porcentagem de células da microglia ativadas (figura 9G). **P<0,01; ***P<0,001

One-Way ANOVA (Tukey: Multiple Comparison Test).

4.4 - Os animais tratados com Minociclina apresentaram reducéo na expressao
de mRNA de ICAM no hipocampo.

A expressdao do mRNA de ICAM-1, foi realizada por PCR em tempo real de
amostras de hipocampo. Como podemos observar na Figura 10, o grupo infectado com o
PbA apresentou um aumento significativo do mRNA de ICAM-1, quando comparado ao
grupo RBC. O grupo PbA tratado com minociclina apresentou uma reducdo significativa
na expressdo do mRNA de ICAM-1, quando comparado ao grupo PbA. Houve diferenca

estatistica entre os grupos RBC e PbA tratado com minociclina.
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Figura 10. Efeito da minociclina na expressdo de ICAM-1 em amostras de
hipocampo. Expressdo relativa do mRNA de ICAM-1 por PCR em tempo real de
amostras de hipocampo extraidas no 6° dia pds-infeccdo com PbA. Para calcular a
expressdo relativa, foi utilizado o método 2744, *P<0,05 One-Way ANOVA (Tukey:

Multiple Comparison Test). N = 5/grupo.

4.5 - O tratamento com Minociclina reduziu os niveis de mMRNA de iNOS no
hipocampo.

A expressdo do m-RNA de iNOS foi avaliado por PCR em tempo real de amostras
de hipocampo extraidas no sexto dia apds a infeccdo. Como pode ser observado na figura
13, os animais infectados com PbA apresentaram um aumento significativo na expressao
de iINOS quando comparados ao grupo RBC. O grupo infectado com PbA e tratado com
minociclina apresentou uma reducgédo significativa da expressdo de iINOS quando
comparado ao grupo PbA. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos RBC e PbA

tratado com minociclina.
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Figura 11. Efeito da administracdo de minociclina na expressdo de iNOS no
hipocampo. Expresséo relativa do mRNA de iNOS por PCR em tempo real de amostras
de hipocampo extraidas no 6° dia po6s-infeccdo com PbA. Para calcular a expressao
relativa, foi utilizado o método 2744¢*. *P<0,05 One-Way ANOVA (Tukey: Multiple

Comparison Test). N = 5-7/grupo.

4.6 - O tratamento com Minociclina nédo alterou a expressao do mRNA de HIF-
la no hipocampo.

A figura 12 representa a expressao relativa do mRNA de HIF-1a obtidos por PCR
em tempo real de amostras de hipocampo. Nao houve diferencga estatistica na expressao

de HIF-1a entre os grupos no hipocampo.
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Figura 12. Efeito do tratamento com Minociclina na expressio de HIF-la no
hipocampo. Expressao relativa do mRNA de HIF-1a por PCR em tempo real de amostras
de hipocampo extraidas no 6° dia apos a infeccdo com PbA. Para calcular a expressao
relativa, foi utilizado o método 2744¢t, N = 6-7/grupo. One-Way ANOVA (Tukey:
Multiple Comparison Test).

4.7 - A Minociclina reduziu os niveis do mMRNA de TNF-a no hipocampo.

A figura 13 representa a expressao relativa do mRNA de TNF-a obtido por PCR em
tempo real de amostras de hipocampo. Como podemos observar, o grupo infectado com
PbA demonstrou um aumento significativo nos niveis de mRNA de TNF-o em relagdo ao
grupo RBC. A administragdo de minociclina foi capaz de reduzir significativamente os
niveis do mRNA de TNF-a em relagdo ao grupo infectado com PbA, nao havendo

diferenca estatistica entre o grupo RBC e o grupo tratado com minociclina.
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Figura 13. Efeito da administracio de minociclina na expressio de TNF-a no
hipocampo. Expressao relativa do mRNA de TNF-a por PCR em tempo real de amostras
de hipocampo extraidas no 6° dia pos-infeccdo com PbA. Para calcular a expressao
relativa, foi utilizado o método 2744¢t, *P<0,05 One-Way ANOVA (Tukey: Multiple
Comparison Test). N = 3/grupo.

4.8 — O tratamento com Minociclina nio alterou os niveis de Arginase-1 no
hipocampo e no cortex de animais infectados com Plasmodium bergei ANKA.

A expressdo de arginase foi realizada por PCR em tempo real (Figura 14A e 14B) e
por western blotting (Figura 14C) de amostras de hipocampo (Figura 14A) e de cortex
(Figura 14B e 14C). Como podemos observar, ndo houve diferenga significativa na
expressao de arginase entre os grupos RBC, PbA e PbA tratado com minociclina em

ambas as regides, hipocampo e cortex.
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Figura 14: Efeito do tratamento com Minociclina na expressio de arginase em
amostras de hipocampo e cortex. Expressdo relativa do mRNA de arginase por PCR em
tempo real de amostras de hipocampo (A). Expressdo relativa do mRNA de arginase por
PCR em tempo real de amostras de cortex. Para calcular a expressao relativa, foi utilizado
0 método 2744¢t, *¥P<(0,05 One-way ANOVA (Tukey: Multiple Comparison Test). N =
3/grupo (B). Expressao de arginase por western blotting de amostras de cortex de animais
submetidos a eutanasia no 6° dia apds a infec¢do com PbA, em gel de poliacrilamida 15%
(C) e densitometria obtida das bandas do gel (D). Arginase (Cell Signaling) One-way

ANOVA (Tukey: Multiple Comparison Test). N = 3/grupo.
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4.9 - A Minociclina reduziu os niveis de Caspase-3 ativada no cértex do modelo
de maléria cerebral experimental.

Para avaliagdo da morte celular, foi realizado western blotting de amostras de
cortex. A Figura 15 mostra a expressdo de caspase 3 total e clivada. Como pode ser
observado no gel (Figura 15A) e na relagdo entre a densitometria das bandas de caspase
3 clivada e total (Figura 15B), o grupo PbA apresentou um aumento significativo dos
niveis de caspase-3 ativada em relagdo ao grupo RBC. A administragdo de minociclina
reduziu significativamente os niveis de caspase-3 ativada em relagdo ao grupo PbA. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos RBC e PbA tratado com minociclina.
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Figura 15. Efeito do tratamento com Minociclina nos niveis de caspase-3. Expressao
de caspase-3 por western blotting de amostras de cortex de animais submetidos a
eutanasia no 6° dia apds a infeccdo com PbA, em gel de poliacrilamida 15% (A) e
densitometria obtida das bandas do gel (B). Caspase 3 total (Cell Signaling - 35kDa),
Caspase 3 clivada (Cell Signaling - 17/19kDa). *P<0,05 One-way ANOVA (Tukey

Multiple Comparison test), n = 3/grupo.
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4.10 - A administracdo de Minociclina previniu a formagéo do dano cognitivo
em camundongos infectados com PbA.

A figura 16 mostra o resultado obtido a partir dos experimentos de freezing (Figura
16) e a figura 17 mostra o resultado obtido pelo método labirinto aquatico de Morris
(Water-Maze) (Figura 17A, 17B e 17C).

Apos a apuracéo do tempo de imobilidade dos grupos experimentais no dia teste do
freezing, podemos observar que o grupo infectado com PbA apresentou um tempo de
imobilidade significativamente menor em relagdo ao grupo RBC (Figura 16). O grupo
infectado com PbA tratado com minociclina apresentou um tempo de imobilidade
significativamente maior em relagdo ao grupo infectado com PbA, inferindo que o
tratamento preveniu a sequela cognitiva em modelo de memoria aversiva freezing. N&o
houve diferenca significativa entre os grupos RBC e PbA tratado com minociclina.

Para a avaliacdo do aprendizado e da meméria espacial, foi realizado o experimento
Water-Maze. A Figura 17A demonstra a curva de aprendizado obtida da segunda a quarta
sessOes treino, onde foram registrados os tempos que os animais levaram para encontrar
a plataforma submersa em um dos quadrantes. Como podemos observar, os animais dos
grupos RBC e PbA tratado com minociclina apresentaram uma reducéo no tempo levado
para encontrar a plataforma a cada sessdo treino, mas o grupo infectado com PbA a
mesma reducao no tempo levado para encontrar a plataforma no decorrer do experimento.
A Figura 17B demonstra o tempo que 0s animais levaram para encontrar a plataforma na
ultima sessao treino. Como demonstrado pelo gréfico, os animais infectados com PbA
apresentaram uma quantidade de tempo significativamente maior para encontrar a
plataforma, quando comparado ao grupo RBC (Figura 17B). O tratamento com
minociclina foi capaz de reduzir significativamente o tempo que os animais infectados

com PbA levaram para encontrar a plataforma submersa (Figura 17B). Na sessao teste,
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retirou-se a plataforma e registrou-se o tempo que 0s animais permaneceram no quadrante
onde havia a plataforma das sessfes treino. Como podemos observar, os animais
infectados com PbA apresentaram tempos significativamente menores em relacdo ao
grupo RBC (Figura 17C). O grupo infectado com PbA tratado com minociclina
apresentou tempos de permanéncia no quadrante significativamente maiores em relagéo
ao grupo PbA (Figura 17C). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos RBC e PbA
tratado com minociclina. Assim, infere-se que os animais infectados com PbA ndo foram
capazes de consolidar a memoria aversiva (Figura 16), bem como apresentaram
performances piores no aprendizado (Figura 17A e 17B) e formacdo de memoria espacial
(Figura 17B e 17C), e o tratamento com minociclina foi eficaz na prevencdo da sequela

cognitiva.
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Figura 16. Avaliagdo do efeito da minociclina no dano cognitivo associado a malaria
cerebral em modelo de freezing. Tempo de imobilidade registrado durante a sessao teste
realizado 24 horas ap0s a sessdo treino. N = 10 - 17/grupo. **P<0,001; ***P<0,0001

One-Way ANOVA (Tukey Multiple Comparison test).
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Figura 17. Avaliacao do efeito da Minociclina no dano cognitivo associado a malaria
cerebral no modelo de Water Maze. Curva de aprendizado realizada entre o segundo e

o quarto dia de treino do experimento Water-Maze (A). Tempo levado pelos animais para
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encontrar a plataforma na ultima sessao treino do experimento de Water-Maze (B). Tempo
em que os animais permaneceram no quadrante onde havia a plataforma durante as
sessoes treino (C). N = 10-11/grupo. *¥P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. One-Way ANOVA
(Tukey Multiple Comparison test).

S. Discussio:

A malaria € um grave problema de saude publica e uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em humanos, sendo essa mortalidade mais alta em criancas até
5 anos de idade. Aproximadamente, 50% da populagdo mundial estd em risco de ser
infectada por parasitos do género Plasmodium (OMS, 2015), destaca-se a espécie P.
falciparum por ser a responsavel pelo desenvolvimento das formas mais graves da
doenga, com o desenvolvimento da malaria grave e da malaria cerebral (Greenwood et
al., 2008; Rosenthal, 2008; Kappe et al., 2010; Wassmer et al., 2015).

A maldria cerebral € a pior complicacao da malaria grave e mais de 500 mil criangas
a desenvolvem na regido da Africa sub-Saariana, das quais 110 mil morrem por ano. Em
adi¢do, a malaria cerebral ¢ a principal causa dos quadros de encefalopatia ndo traumatica
em regides endémicas (Idro et al., 2005) e, apesar do tratamento com drogas
antimalaricas, os pacientes sobreviventes do quadro clinico de malaria cerebral podem
desenvolver sequelas neurocognitivas, potencialmente irreversiveis. Desta forma, o
desenvolvimento de novos fairmacos e novas estratégias terapéuticas ainda permanece um
grande desafio para médicos e pesquisadores, principalmente no que diz respeito a
prevencao de sequelas (Gaillard, Madamet e Pradines, 2015).

Este trabalho utilizou o modelo experimental de maldria cerebral com
camundongos C57/Black/6 infectados com o Plasmodium berghei ANKA, pois este ¢ o
modelo mais bem aceito na reproducdo de caracteristicas neuroinflamatdrias e no

desenvolvimento do dano cognitivo associado a malaria grave em humanos pela infecgao
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com o Plasmodium falciparum (Lamb et al., 2006; Reis et al., 2010; Reis et al., 2012;
Ong et al., 2013).

As ciclinas sdo uma familia de antibidticos descoberta no inicio dos anos 1940 e
que atuam inibindo a sintese proteica bacteriana. As tetraciclinas, nos anos de 1950, foram
utilizadas como farmacos antimalaricos e alguns modelos in vitro ja demonstraram que
estas possuem efeito sobre plasmédios, embora seu mecanismo de a¢do no parasito seja
desconhecido (Chin W, Intraprasert R, 1973; Colwel et al., 1973; Noeypatimanond ef al.,
1983; Alecrim et al., 2006). Inicialmente, foi avaliado o efeito da minociclina no modelo
experimental de malaria cerebral experimental, ¢ os pardmetros observados foram: a
porcentagem de hemacias parasitadas, a gravidade da infec¢do pelo escore clinico
adaptado do protocolo SHIRPA (SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College and
Royal London Hospital phenotype assessment) por Reis e colaboradores (2012) e a
porcentagem de sobrevida. Os resultados obtidos e representados na figura 7
demonstraram que o uso da minociclina no tratamento da malaria experimental conferiu
aos camundongos uma diminui¢do na porcentagem da parasitemia ao sexto dia apds a
infeccdo (Figura 7A), bem como também conferiu uma melhora nos sintomas clinicos
(Figura 7B). Ao fim do tratamento com minociclina, as parasitemias dos grupos PbA e
PbA tratado voltaram a se equivaler. O resultado da curva de sobrevida (Figura 7C),
mostra que o tratamento com minociclina ndo foi capaz de prevenir a mortalidade
associada ao modelo experimental infectado com o Plasmodium berghei ANKA. Desta
forma, a minociclina ndo deve ser utilizada como tratamento unico contra malaria
experimental, havendo a necessidade da utilizagdo de farmacos antimaléricos juntamente
ao tratamento com minociclina. Nossos resultados vao de encontro aos resultados obtidos
por Apoorv e Babu (2017), pois os mesmos demonstraram que a administragdo de

minociclina foi eficaz no tratamento da malaria causada pela infeccdo com PbA em
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fémeas de camundongos C57/Black/6, bem como conferiu melhora na porcentagem de
sobrevida. Entretanto, o tratamento foi iniciado imediatamente ap6s a infeccdo com PbA
e se estendeu ao decorrer de dez dias. Neste trabalho, observamos que a utiliza¢do do
tratamento com minociclina do terceiro ao sexto dia ndo obteve o mesmo resultado. Nos
acreditamos que a administra¢do de minociclina apos o estabelecimento da infecgdo com
PbA ndo ¢ capaz de solucionar a infeccdo com a mesma eficicia de uma droga
antimalarica. Nossos resultados estdo de acordo com dados da literatura revisados por
Gaillard e colaboradores (2015), que relatam que a utilizagdo de tetraciclinas no
tratamento da maléria ndo era capaz de prevenir o desenvolvimento das formas mais
graves da doenca e ndo deviam ser utilizadas como farmaco unico no tratamento da
maldria.

O comprometimento da barreira hematoencefalica e a formacao de edema sdao uma
das principais caracteristicas observadas na malaria cerebral (Brown et al., 1999; Brown
et al., 2001). A formagdo de edema ¢é observada tanto criangas acometidas com malaria
cerebral, quanto em pacientes adultos. A formagdo de edema envolve a acumulagdo de
fluido no espago extracelular do parénquima cerebral por meio do aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica (Looareesuwan et al., 1995; Cordoliani et
al., 1998). No presente estudo, avaliamos o efeito do tratamento no comprometimento da
barreira hematoencefalica e na formagao de edema cerebral através do método de injecao
de azul de Evans. Como pode ser observado na figura 8, os animais infectados com PbA
apresentam uma permeabilidade vascular significativamente maior quando comparado ao
grupo RBC, bem como nossos dados indicam que a administracdo de minociclina foi
capaz de prevenir este evento. Os astrocitos desempenham uma série de funcdes
essenciais para a homeostase do SNC, como a participacdo na formacdo da barreira

hematoencefalica (Nones et al., 2010). Acreditamos que o efeito anti-inflamatdrio da
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minociclina também poderia estar atuando na ativagdo de astrocitos, mas ainda sdo
necessarios experimentos que avaliem a ativacdo de astrécitos, como por exemplo a
expressdo de Glial fibrillary acidic protein (proteina acida fibrilar glial - GFAP) (Penky
etal., 2014).

Em um cérebro saudavel, a microglia apresenta um fendtipo homeostatico, que
monitora continuamente o ambiente tecidual. O fenotipo homeostatico possui como
principal caracteristica morfologica a presenca de células com uma grande quantidade de
ramificagdes e prolongamentos. Entretanto, em situagdes de dano tecidual, as células da
micréglia se tornam ativadas, ha a redu¢do na quantidade dos prolongamentos,
juntamente com o aumento do corpo celular e adquirem um fendtipo semelhante a
ativacao do tipo M1 de macrdéfagos, como a producao de mediadores pro-inflamatdrios
(Gonzalez et al., 2014). Para avaliar a ativagdo de células da micréglia no modelo
experimental de malaria cerebral, foram realizadas marcac¢oes das células com Iba-1 por
imunohistoquimica. Estudos mostraram que Iba-1 ¢ uma proteina que ¢é expressa
especificamente em macrofagos e microglia e esta regulada positivamente, uma vez que
esta célula seja ativada. Consequentemente, Iba-1 ¢ considerado um marcador bem
estabelecido para células da microglia em trabalhos que realizam marcagdes por
imunohistoquimica (Ito et al., 1998; Okere and Kaba, 2000; Hirayama et al., 2001). A
marcagao das células da microglia com Iba-1 observadas na figura 9 mostram que durante
a maléria cerebral, ao sexto dia ap6s a infeccdo, as células da microglia estdo ativadas
(Figura 9C e 9D), onde observamos células com corpo celular aumentado e redugdo na
ramifica¢do. O tratamento com minociclina foi capaz de reduzir essa ativagdo, com a
presenca de células da microglia mais ramificadas (Figura 9E e 9F). Estas observagdes

foram confirmadas apds a contagem da porcentagem de células ativadas (Figura 9G).
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A ativacdo microglial, a qual participa ativamente no processo neuroinflamatorio e
consequente neurodegeneragdo, ¢ regulada por diversas interagdes celulares envolvendo
moléculas de superficie, mediadores soluveis, como citocinas, ROS, RNS e
neurotransmissores. As interacdes celulares que regulam a ativagdo de células da
microglia envolvem a comunicacdo da microglia com neuronios, com a barreira
hematoencefalica, astrocitos e células T que infiltram no SNC. A neuroinflamacdo ¢
observada em diversas condi¢des patologicas como o acidente vascular cerebral (AVC),
doengas neurodegenerativas e doengas infecciosas, como a malaria cerebral (Gonzélez et
al., 2014). O processo neuroinflamatdrio ¢ caracterizado pela ativacao da microglia, pela
formagao de edema, comprometimento da barreira hematoencefalica, recrutamento de
células do sistema imune, secre¢ao de mediadores inflamatorios e, finalmente, no dano e
morte a neurdnios (Glass et al., 2010; Gonzalez et al., 2014). Desta forma, nossos dados
sugerem que o tratamento com minociclina preveniu a ativagao microglial em um perfil
pro-inflamatorio.

O acumulo e sequestro de hemadcias parasitadas em diversos 6rgdos, como o
coragdo, os rins, o figado e o tecido cerebral, € caracteristico das infec¢des em humanos
pelo Plasmodium falciparum. Este sequestro ¢ resultado da intera¢do entre proteinas
derivadas do parasita expressas nas membranas de hemdacias e moléculas de adesdo
expressas em células do endotélio vascular do hospedeiro. Em manifestagdes especificas
da maldria, alguns receptores para a adesdo vém sendo implicadas como o ICAM-1, a
molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1) e a proteina endotelial C (El-Assaad et al.,
2013; Avril et al., 2016). O ICAM-1 apresenta um aumento significativo na sua expressao
em células endoteliais de microvasculatura cerebral de pacientes acometidos com a
malaria cerebral, sendo esta molécula importante no evento de sequestro de eritrdcitos

parasitados (Turner et al., 1994). No presente trabalho avaliamos a expressdo do mRNA
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de ICAM-1 de amostras de hipocampo extraidas seis dias apds a infeccdo com PbA, e
como podemos observar na figura 10, os animais infectados com PbA demonstraram um
aumento significativo na expressao de ICAM-1 quando comparados ao grupo RBC, bem
como observamos que os animais infectados com PbA tratados com minociclina
apresentaram uma reducao significativa, quando comparados ao grupo infectado com
PbA.

Em humanos a NOS se apresenta sob trés isoformas distintas: a endotelial (eNOS);
a neuronal (NNOS) e a forma induzivel (iNOS) (Levesque et al., 2010; Percario et al.,
2012; Ong et al., 2013). A iINOS é transcrita em resposta a estimulos inflamatorios, como
patdgenos e mediadores pro-inflamatdrios, principalmente por células do sistema imune,
como os macrofagos. Citocinas, como TNF-a, IL-1B e o IFN-y, ou produtos de patdgenos,
como o LPS podem induzir a expressdo de iNOS (Oates et al., 2006; Levesque et al.,
2010). Uma vez que a micrdglia se torne superativada e desregulada, dispara-se um perfil
de inflamacao tecidual cronica que resulta no aumento de fatores neurotoxicos e leva a
morte neuronal com o passar do tempo (Burguillos et al., 2011). Neste caso, as células da
microglia se tornam uma fonte proeminente de mediadores inflamatorios como o TNF-a,
IL-1B, NO, peroxido de hidrogénio, superoxido dentre outros. A producdo de NO pela
micrdglia se da pela iINOS (Block et al., 2007). Para avaliarmos a expressdao do mRNA
de iINOS, foi realizado PCR em tempo real de amostras de hipocampo extraidas no sexto
dia apds a infeccdo com PbA e podemos observar que os animais infectados com PbA
demonstraram um aumento significativo na expressao de iNOS, em relagéo ao grupo
RBC e o tratamento com minociclina foi capaz de reduzir significativamente a expressao
de iINOS, em relagéo ao grupo infectado com PbA (figura 11). Os dados da literatura
acerca do papel das enzimas NOS e do NO tém sido motivo de controvérsias. Cabrales e

colaboradores (2011) hipotetizaram que as disfuncdes na microcirculagdo cerebral
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observadas na malaria cerebral experimental estdo atreladas a menor biodisponibilidade
de NO e, além disso, demonstraram que a administracdo de NO confere uma melhora na
circulacdo cerebral em animais infectados com PDbA, reduzindo a vasoconstricdo,
aumentando o fluxo sanguineo, conferindo protecdo ao acumulo de leucdcitos e
prevenindo a formacdo de hemorragias. Entretanto, dados do nosso grupo demonstraram
que animais knock-out para a enzima iNOS infectados com PbA apresentaram uma
melhor performance cognitiva nos ensaios comportamentais de freezing, water-maze e de
esquiva inibitdria, bem como a utilizagdo do inibidor farmacoldgico da iNOS, a
Aminoguanidina, também conferiu uma melhora no teste de freezing (SILVA, Tathiany.
Estudo do papel da Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS) na malaria cerebral
experimental. 2017. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular) — Fundagéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro). Desta forma, ainda sdo necessarios mais dados que
possam elucidar os papeis das enzimas NOS e do NO durante a maléria cerebral
experimental.

A polarizagao do tipo M1 em macréfagos € importante para o para a primeira linha
de resposta ao patdgeno/ injuria. Este tipo de resposta ¢ regulado por diversos fatores,
entre eles ROS e o NO. Os macrofagos estdo frequentemente presentes em tecidos em
condi¢do de hipdxia, bem como esta condi¢do tecidual altera diretamente as funcdes
macrofagicas. Em resposta a condicdo de hipoxia, macroéfagos expressam fatores de
transcri¢do da familia HIF, dentre os membros desta familia, o HIF-1a € ligado a resposta
inflamatoria do tipo M1 e atividades microbicidas de células mieldides (Takeda et al.,
2016). Entre os alvos de atuacdo do HIF-1a, temos a iNOS, que também pode ser regulada
por outros fatores, como as citocinas (Peyssonnaux et al., 2005). Apesar da importancia
do fator HIF-1a na expressdo de iNOS em macrofagos, nas células da microglia nao

observamos o aumento de expressdo de HIF-la no grupo infectado com PbA, ndo
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havendo diferenca significativa entre os grupos RBC, PbA e PbA tratado com minociclina
(Figura 12). Pode-se sugerir que a regulagao da iNOS estaria ocorrendo por via de outros
mediadores inflamatorios.

As citocinas sdo polipepetideos com tamanho variando entre 8-30 kDa, inicialmente
caracterizadas como imunomoduladores e possuem variadas fun¢des (Rosenbaum et al.,
1998). No SNC, as citocinas estdo envolvidas na regulacao de diversas fungdes e a
desregulacdo da atividade estd diretamente associada disfungdes neuroldgicas. Estes
polipeptideos estdo ligados aos mecanismos de defesa do SNC, reparo tecidual, regulacao
da atividade sinaptica e estao ligadas a LTP, evento importante na formacao de memorias
de longa duragdo. O balango homeostatico consiste no equilibrio entre mediadores pro-
inflamatorios e anti-inflamatoérios. O desequilibrio resultando em um estado pro-
inflamatoério estdo ligados a doengas neuroinflamatorias, efeitos prejudiciais, culminando
em eventos de neurotoxicidade (Viviani et al., 2004; Viviani et al., 2007; Lynch et al.,
2010). Nessas condigdes, a microglia aumenta a expressao de mediadores como o TNF-
a (Block et al., 2007). Como podemos observar na figura 13, os animais infectados com
PbA apresentaram um aumento significativo nos niveis de TNF-a, em amostras de
hipocampo extraidas no sexto dia apds a infec¢ao, quando comparadas com o grupo RBC.
O grupo infectado com PbA tratado com minociclina apresentou uma redugdo
significativa nos niveis de TNF-a, quando comparados ao grupo PbA. Este resultado
corrobora dados da literatura que relatam o papel modulador da resposta inflamatoria da
minociclina. Entre as propriedades anti-inflamatorias, temos a reducdo na expressao de
citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, que j& foram observadas em modelos in vivo
de ALS e in vitro (Kobayashi ef al., 2013).

Miranda e colaboradores (2015) também relatam que essas mudancas no padrao de

expressdo, assumindo um perfil pro-inflamatério, tém associagdo com a formagdo de
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sequela cognitiva a curto e longo prazo. O mesmo grupo também retratou a presenca de
morte celular na regido do hipocampo de animais infectados com PbA na malaria cerebral
experimental (Miranda et al., 2013). Trabalhos publicados também tém associado ao TNF
a exacerbagdo da resposta inflamatoria no tecido cerebral (Barbier et al., 2011; Miranda
et al., 2013). Nossos dados acerca dos eventos celulares e moleculares associados ao
desenvolvimento da malaria cerebral corroboram os dados obtidos por Aboorv e Babu
(2017), que demonstram a eficacia da administracdo de minociclina na neuroinflamacao
durante a maléria cerebral.

Em situacdes de injuria, ou doenga inflamatoria que acometem o SNC, ha uma
resposta inflamatoria inicial mediada, principalmente, por uma micréglia com perfil pro-
inflamatorio que ¢ de suma importancia, pois ha atividades microbicidas desencadeadas,
como a fagocitose de restos celulares e corpos apoptoticos, as quais sao muito importantes
para o clearence do tecido e a reparagdo subsequente (Gonzalez et al., 2014). Apds essa
ativagdo primaria da microglia, em um perfil M1, ha duas possibilidades de eventos a
ocorrerem. A via mais prejudicial, e bastante discutida neste trabalho e na literatura, ¢ a
desregulacdo do perfil pro-inflamatorio, culminando na superativacdo das células da
micréglia, iniciando uma inflamagdo cronica e, também, resultando na producdo de
mediadores neurotdxicos, danos neuronais, morte celular e sequelas potencialmente
irreversiveis. Entretanto, a via mais benéfica ao tecido ¢, apds a ativacdo MI, a
participagdo de células da micréglia com perfil mais anti-inflamatorio (M2) atenuando a
inflamagao induzida pela resposta do tipo M1 e, concomitante a sintese de mediadores
anti-inflamatorios, a produgdo de fatores neurotroficos, promovendo a regeneragdo
tecidual, resolucdo da inflamagdo e o retorno a um perfil homeostatico (Burguillos ef al.,
2011; Shechter et al., 2013; Gonzalez et al., 2014). As células da micrdglia, quando

estimuladas por IL-4, IL-10, adquirem um fenétipo de ativacdo do tipo M2 que ¢
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caracterizada por células da micréglia com finos corpos celulares, com a presenca de
ramificagdes e a regulagdo positiva de marcadores celulares especificos, como a arginase
(Gonzalez et al., 2014). Previamente na figura 9, relatamos que as células da microglia
dos animais que foram tratados com minociclina se apresentavam com ramificagoes,
quando comparadas ao grupo infectado com PbA. Neste trabalho, foram dosados os niveis
de expressao do mRNA de arginase-1 por PCR em tempo real e os niveis da proteina por
western blotting. O resultado desses experimentos (Figura 14) demonstram que os niveis
de arginase nao variaram significativamente entre os grupos. De forma interessante,
observamos que o tratamento com a minociclina ndo induziu uma resposta do tipo M2.
Este dado corrobora os resultados apresentados por Kobayashi e colaboradores (2013),
onde foi relatado que o tratamento com minociclina inibia a ativa¢ao da micréglia em um
perfil M1, mas ndo induzia uma resposta do tipo M2. Neste mesmo trabalho, em culturas
de microglia estimuladas com LPS, estimulador de perfil M1, Kobayashi e colaboradores
relataram que houve um aumento significativo de mediadores inflamatorios, como o
TNF-0, IL-1B e IFN-y, e observou que havia uma expressao basal de mediadores anti-
inflamatorios, como a Arg-1. Apos tratar essas células com minociclina, observou que as
citocinas pro-inflamatdrias haviam reduzido significativamente, entretanto, o nivel de
mediadores anti-inflamatdrios permaneceram basais.

Previamente neste trabalho, foi discutido o possivel desfecho para a exacerbagdo da
resposta pro-inflamatoria no tecido cerebral, sendo este desfecho o aumento da
citotoxicidade, levando a danos neuronais e possivel morte celular. A maquinaria
intracelular responsavel pela morte celular depende de uma familia de proteases
denominada caspases e estdo diretamente envolvidas na resposta imune e inflamatdria.
Uma importante caspase ¢ a caspase-3, realizando o papel de efetora da morte celular

(Green, 2005). Como podemos analisar na figura 15, o tratamento com minociclina foi
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capaz de reverter o aumento nos niveis de caspase 3 ativada que estd aumentada durante
a infeccdo com PbA. Desta forma, infere-se que durante a malaria cerebral, hé a indugdo
da morte celular tecidual e a utilizagdo de um farmaco com propriedades anti-
inflamatorias foi capaz de prevenir o aumento de caspase 3 ativada.

A infec¢do com PbA induziu a exacerbacdo da resposta inflamatoria no hipocampo,
uma importante regido para o processo de formac¢do de memoria, aumentando
significativamente os niveis de mediadores pro-inflamatoérios, aumentando moléculas de
adesdo importantes para o evento de sequestro de hemadcias parasitadas, induzindo a
formagao de edema cerebral, o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica
e a morte celular (Lamb et al., 2006). Os pacientes que sobrevivem ao quadro de malaria
cerebral podem desenvolver sequelas neurocognitivas a longo prazo, detectada em
aproximadamente 26% de criancas sobreviventes do quadro clinico de malaria cerebral.
(Carter et al., 2005; Carter et al., 2006; John et al., 2008). Boivin e colaboradores (2007)
realizaram testes cognitivos que avaliavam memoria de trabalho, atenc¢ao e aprendizado
em criancgas entre 5 e 12 anos que foram acometidas com maldria cerebral e demonstraram
que 21,4% das criangas sobreviventes do quadro clinico de malaria cerebral apresentaram
déficits cognitivos.

Reis e colaboradores (2010 e 2012) demonstraram que animais C57/Black/6
infectados com PbA desenvolvem sequela cognitiva a longo prazo apds o quadro clinico
de malaria cerebral, mesmo com a recuperagdo com o tratamento com cloroquina. Neste
trabalho avaliamos a formacdo de memdria aversiva pelo teste de freezing, bem como
avaliamos a capacidade de aprendizado e formacdo de memoria espacial pelo
experimento de Water Maze. Como podemos observar na Figura 16 e na Figura 17,
respectivamente, os animais infectados com PbA desenvolveram dano cognitivo a longo

prazo, refletido nos dados dos experimentos avaliando memdria aversiva e memoria
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espacial e o tratamento com minociclina foi capaz de prevenir a formag¢do do dano
cognitivo. Desta forma, nossos dados sugerem que os eventos neuroinflamatdrios
associados ao quadro clinico de malaria cerebral levaram a formacao do dano cognitivo
a longo prazo e o tratamento com minociclina foi eficaz no tratamento destes eventos,
bem como preveniu a formagao do dano cognitivo.

Os dados inferem que a ativagdo das células da micréglia possui papel importante
na resposta inflamatoria durante a maldria cerebral, bem como na formacdo do dano
cognitivo e estratégias que visem a modulacdo da resposta inflamatoria microglial sdo
potenciais alvos terapéuticos na prevengdo a sequela cognitiva proveniente da malaria
cerebral experimental.

6. Conclusdes:

A partir dos dados obtidos acerca do desenvolvimento da infec¢do com o
Plasmodium berghei ANKA, pode-se concluir que a minociclina ndo pode ser usada
como tratamento Unico no tratamento da malaria cerebral experimental.

Entretanto, a minociclina teve papel importante no tratamento dos eventos
neuroinflamatdrios associados a maléria cerebral experimental, bem como teve papel
importante na modulagdo da ativacdo de células da microglia durante a malaria cerebral
experimental e na modulagdo da expressdo dos mediadores inflamatorios TNF-a e iNOS.
Desta forma, pode-se inferir que a ativacdo da microglia durante a malaria cerebral
experimental possui papel importante no desenvolvimento da neuroinflamagdo e na
formac¢ao do dano cognitivo apos o quadro clinico de malaria cerebral.

O tratamento com minociclina foi eficaz na preven¢ao do dano cognitivo decorrente
da malaria cerebral experimental. Logo, estratégias terapéuticas que visem modular a
resposta neuroinflamatoria e a regulagdo da ativagdo de células da micréglia se mostraram

potenciais alvos terapéuticos.
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