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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Aline da Silva Moreira

A malaria cerebral (MC) é uma das complicagdes mais graves e letais da infecgdo por Plasmodium
falciparum. O principal tratamento para a MC é o artesunato por via intravenosa, mesmo assim, 15-
25% dos pacientes tratados ainda morrem. A disfungao vascular, com vasoconstricao, leva a diminuicao
no fluxo sanguineo cerebral, isquemia, hipoxia tecidual e morte na MC. O 6xido nitrico (NO) e
metabolitos do acido araquiddnico (AA) sdo importantes reguladores fisioldgicos do fluxo sanguineo
cerebral por suas propriedades vasodilatadoras e vasoconstritoras. Utilizando a técnica de laser
speckle com contraste de imagem nés mostramos aqui que animais infectados por Plasmodium berghei
ANKA (PbA) que desenvolveram malaria cerebral experimental (MCE) apresentaram marcante
diminuigdo no fluxo sanguineo cerebral e que a administragdo de L-arginina em combinagdo com
artesunato induziu imediata reversdo na isquemia cerebral a curto prazo (1 hora), mas o efeito
retrocedeu 3 e 6 horas apds o tratamento. O aumento no fluxo sanguineo cerebral, mesmo que
transiente, foi associado a aumentada sobrevida desses animais. L-arginina mais artesunato nio foi
capaz de reverter a quebra da barreira hematoencefalica presente em animais MCE. Camundongos
com MCE apresentaram maior produgéo de metabdlitos do AA com um perfil vasoconstritor, com niveis
aumentados de 8-isoprostanos, 20-HETE, 14,15-DHET e niveis diminuidos de 14,15-EET, enquanto
camundongos infectados por Plasmodium berghei NK65, uma cepa que nao causa MC, mostraram um
perfil vasodilatador, com niveis normais de 20-HETE e 14,15-DHET e aumento das concentra¢des de
PGE2. O tratamento de animais que desenvolveram MCE com HET0016 e ozagrel diminuiu as
concentragdes cerebrais de 20-HETE e 8-isoprostanos, respectivamente. Apesar dos niveis de TXA2
nao estarem aumentados em animais com MCE, o tratamento com ozagrel diminuiu a produgéo desse
eicosanoide vasoconstritor no cérebro e aumentou a sobrevida de animais com MCE quando
combinado com artesunato. Assim como L-arginina, ozagrel ndo reverteu a quebra da barreira
hematoencefalica na dose testada. A producdo de PGE2 no cérebro de animais com MCE nao
aumentou apo6s tratamento com ozagrel. Utilizando um sistema de miografia pressurizado nés
observamos que as artérias cerebrais de animais com MCE apresentaram resposta vasodilatadora
dependente (estimulo com metacolina) de endotélio, bem como resposta vasoconstritora a serotonina,
semelhante a resposta de artérias cerebrais de animais controles ndo infectados. Além disso, utilizando
ensaio DAF-2 para avaliar a producdo de NO, nés observamos que a producdo de NO induzida por
metacolina foi semelhante em artérias cerebrais oriundas de animais controles e de animais com MCE.
Surpreendentemente, ao incubar artérias cerebrais de animais com MCE e de animais controles em
plasma de animais com MCE, nés observamos que o plasma por si s6 aumentou a producgdo basal de
NO pelas artérias de ambos os grupos. Esses resultados mostram que a disfungao vascular observada
na MCE n&o € intrinseca do vaso ja que a vasorreatividade e a produgao de NO estéo preservadas nas
artérias cerebrais de animais com MCE, mas pode estar relacionada a um fator tecidual. Metabdlitos
do AA podem desempenhar um papel na disfungdo cerebrovascular e a inibicdo da producdo de
eicosanoides vasoconstritores pode ser benéfica em animais com MC.
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THERAPIES FOR EXPERIMENTAL CEREBRAL MALARIA

ABSTRACT

PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA

Aline da Silva Moreira

Cerebral malaria (MC) is one of the most severe and lethal complications of Plasmodium falciparum
infection. The main treatment for CM is intravenous artesunate, nevertheless 15-25% of treated patients
still die. Vascular dysfunction with vasoconstriction leads to decreased cerebral blood flow, ischemia,
tissue hypoxia and death in CM. Nitric oxide (NO) and arachidonic acid (AA) metabolites are important
physiological regulators of cerebral blood flow through vasodilatory and vasoconstrictor properties.
Using laser speckle contrast imaging (LSCI) we show here that animals infected with Plasmodium
berghei ANKA (PbA) that developed experimental cerebral malaria (ECM) showed marked decrease in
cerebral blood flow and that administration of L-arginine in combination with artesunate induced
immediate reversal in short-term cerebral ischemia (1 hour), but the effect receded 3 and 6 hours after
treatment. Increased cerebral blood flow, even if transient, was associated with increased survival of
these animals. L-arginine plus artesunate was not able to reverse the blood-brain barrier breakdown
present in ECM animals. ECM mice showed higher production of AA metabolites with a vasoconstrictor
profile, with increased levels of 8-isoprostanes, 20-HETE, 14,15-DHET and decreased levels of 14,15-
EET, while Plasmodium berghei NK65-infected mice, a strain that does not cause CM showed a
vasodilator profile, with normal 20-HETE and 14,15-DHET levels and increased PGE2 concentrations.
Treatment of animals that developed ECM with HET0016 and ozagrel decreased brain concentrations
of 20-HETE and 8-isoprostanes, respectively. Although TXA: levels were not increased in animals with
ECM, treatment with ozagrel decreased the brain levels of this vasoconstrictor eicosanoid and increased
survival of animals with ECM when combined with artesunate. Like L-arginine, ozagrel did not reverse
the blood-brain barrier breakdown at the dose tested. PGE: production in the brain of ECM animals did
not increase after ozagrel treatment. Using a pressurized myography system we observed that the
cerebral arteries of animals with ECM showed endothelium-dependent vasodilatory response
(methacholine stimulation) as well as vasoconstrictor response to serotonin, similar to the cerebral
arteries response of uninfected control animals. In addition, using the DAF-2 assay to evaluate NO
production, we observed that methacholine-induced NO production was similar in cerebral arteries from
control animals and animals with ECM. Surprisingly, by incubating cerebral arteries of ECM animals and
control animals with plasma of ECM animals, we observed that plasma alone increased the basal NO
production by the arteries of both groups. These results show that vascular dysfunction observed in
ECM is not intrinsic to the vessel since vasoreactivity and NO production were preserved in the cerebral
arteries of animals with ECM, but may be related to a tissue factor. AA metabolites may play a role in
cerebrovascular dysfunction and inhibition of vasoconstrictor eicosanoid production may be beneficial
in animals with CM.
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1 INTRODUGAO

1.1 Malaria: Aspectos gerais

A malaria continua sendo importante causa de morbidade e mortalidade no
mundo. Em 2018, foram registrados 228 milhdes de casos da doenga globalmente,
dos quais 405.000 evoluiram para o 6bito, sendo em sua maioria (67%) criangas
menores de 5 anos de idade (World Health Organization - WHO, 2019). O continente
africano ainda detém a maior parte dos casos (93%) e das mortes (94%) por malaria
(WHO, 2019). No Brasil, em 2017, foram confirmados 189.503 casos e 30 mortes pela
doenga (WHO, 2018). A regido amazlnica, composta pelos estados do Acre,
Amazonas, Amapa, Maranhdo, Para, Rondénia, Mato Grosso, Roraima e Tocantins é
a mais afetada pela doenca, sendo responsavel por 99,6% das infeccbes no pais
(Secretaria de Vigilancia em Saude - SVS, 2019).

A malaria é causada por parasitas do filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e
género Plasmodium. Atualmente seis espécies sao responsaveis por causar a doenga
no homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malarie, P. ovale, P. knowlesi e P.
simium (WHITE et al., 2008, BRASIL et al., 2017).

A transmissdo da doencga ocorre pela picada de mosquitos fémeas durante o
repasto sanguineo. Esse mosquito pertence ao género Anopheles, ordem Diptera,
familia Culicidae. Existem mais de 400 espécies do anofelino e, dessas, 70 sao
vetores da malaria (SINKA et al.,, 2012). No continente africano, a espécie mais
prevalente é o An. gambiae, e no Brasil sdo An. darlingi, An. albitarsis e An. aquasalis
(SINKA et al., 2012, WHO, 2018).

O ciclo de vida do Plasmodium é dividido em duas fases: uma fase sexuada,
chamada de esporogonia, que ocorre no hospedeiro invertebrado e uma fase
assexuada, chamada de esquizogonia, que ocorre no hospedeiro vertebrado. No
hospedeiro vertebrado, a fase assexuada ocorre tanto no interior das hemacias (fase
eritrocitica) quanto dentro do figado (fase exoeritrocitica) (ANTINORI et al., 2012,
TALAPKO et al., 2019). A infecgdo no homem se inicia quando fémeas de mosquitos
do género Anopheles previamente infectadas inoculam as formas esporozoitas sob a
pele do hospedeiro. Essas formas podem permanecer ali mesmo na derme, migrar
para os vasos linfaticos ou alcangar os vasos sanguineos. Os esporozoitos que

atingem a corrente sanguinea, migram até o figado e invadem os hepatocitos com a
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ajuda, principalmente, da proteina circunsporozoita (CSP) que reconhece
proteoglicanos de heparan sulfato expressos na superficie dos hepatdcitos
(COWMAN et al., 2016). Inicia-se, assim, a fase exoeritrocitica do ciclo. Uma vez que
a infeccdo do hepatdcito foi estabelecida, os esporozoitos se diferenciam em
trofozoitos pré-eritrociticos que se multiplicam dando origem aos esquizontes
teciduais que posteriormente originam os merozoitos tissulares. Ainda nesta fase,
formas latentes conhecidas como hipnozoitas, podem permanecer no figado nas
infecgdes por P. vivax e P. ovale e sao, eventualmente, responsaveis por algumas das
recaidas tardias que ocorrem na malaria (ANTINORI et al., 2012, TANNOUS;
GHANEM, 2018). Os merozoitos tissulares sao liberados dos hepatdcitos através de
estruturas denominadas merossomos diretamente na corrente sanguinea. Essas
formas, entdo, invadem as hemacias, iniciando a fase eritrocitica do ciclo
(PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006, TUJETA, 2007).

Dentro das hemacias, os merozoitos dao origem aos trofozoitos que, apds
amadurecimento e multiplicagdo, geram os esquizontes que posteriormente d&o
origem aos merozoitos sanguineos. A hemacia infectada se rompe e libera os
merozoitos na corrente sanguinea. Estes, por sua vez, infectam novas hemacias e o
ciclo eritrocitico pode ser mantido. Importante destacar aqui que € nessa fase do ciclo
gue ocorrem o0s acessos febris da doencga e a periodicidade desses acessos vai variar
de acordo com a espécie de plasmdédio que causou a malaria (COWMAN et al., 2016).
Uma parte dos trofozoitos, no entanto, amadurece e da origem aos gametocitos
femininos ou masculinos. Os gametdcitos sdo formas infectantes para o anofelino,
assim, dardo continuidade ao ciclo (fase sexuada) caso sejam ingeridas pelo inseto
vetor durante o repasto sanguineo (COWMAN et al., 2016). No intestino do vetor, os
macrogametécitos déo origem aos macrogametas e a exflagelacdo dos
microgametocitos origina os microgametas. Quando macro e microgametas se
fundem, da-se a fertilizagdo com a formagao do zigoto que logo se transformara em
oocineto. O oocineto, entdo, penetra no epitélio intestinal do anofelino e se encista
transformando-se em oocisto. A esporogonia que ocorre dentro do oocisto faz com
que ele aumente de tamanho até o momento em que se rompe liberando as formas
esporozoitas na hemocele do vetor. Os esporozoitos migram para as gléndulas
salivares do anofelino e permanecem ali até que, ao alimentar-se em um outro
hospedeiro vertebrado, o mosquito possa inocular essas formas infectantes e o ciclo
do Plasmodium recomece (TUJETA et al., 2007). Um resumo do ciclo biolégico do

Plasmodium falciparum é apresentado na figura 1.
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Figura 1 - Ciclo biologico do Plasmodium falciparum.

(A) Fémeas infectadas de mosquitos do género Anopheles inoculam as formas esporozoitas na derme
do hospedeiro humano. (B) As formas esporozoitas entram na vasculatura e sao transportadas até o
figado. Nos hepatocitos, esporozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-eritrociticos, esquizontes e,
entdo, originam os merozoitos que sao liberados dos hepatdcitos diretamente na corrente sanguinea
por meio de estruturas denominadas merossomos. (C) As formas merozoitas invadem as hemacias,
dao origem aos trofozoitos, esquizontes que, por sua vez, ddo origem aos merozoitos sanguineos. A
hemacia infectada se rompe e libera essas formas merozoitas na corrente sanguinea. Os merozoitos
infectam novas hemacias e o ciclo eritrocitico pode ser mantido. (D) Uma parte das formas trofozoitas
da origem a gametdcitos femininos ou masculinos. (E) O anofelino, ao realizar o repasto sanguineo em
individuo infectado ingere, dentre outras formas do parasito, os gametécitos que dardo origem aos
gametas femininos (macrogametas) e gametas masculinos (microgametas) no intestino do vetor. Macro
e microgametas se fundem, ocorre a fertilizagdo e formagao do zigoto. (F) O zigoto transforma-se em
oocineto que penetra no epitélio intestinal do anofelino e se encista transformando-se em oocisto. O
oocisto se rompe e libera as formas esporozoitas na hemocele do vetor. Os esporozoitos migram até
as glandulas salivares e permanecem ali até que o mosquito faga um novo repasto sanguineo no
hospedeiro humano. COWMAN et al., 2016, p. 611.

1.2 Malaria cerebral

Cerca de 1 a 2% das infecgdes por Plasmodium, por razbes ainda nao muito
bem compreendidas, podem evoluir para as formas graves da doenca (RIGGLE;
MILLER; PIERCE, 2017). Uma das complica¢gbes mais graves da infecgdo por
Plasmodium falciparum é a malaria cerebral (MC) (WHO, 2012, STORM; CRAIG,
2014, RIGGLE; MILLER; PIERCE, 2017). Embora o numero de pacientes que
desenvolvem MC seja relativamente baixo, a letalidade em criangas menores de 5
anos de idade € alta. A MC é definida como uma encefalopatia aguda, difusa,

caracterizada por coma persistente por mais de 30 minutos apds a convulsao, com a
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presencga de formas assexuadas de Plasmodium falciparum em esfregagos de sangue
periférico, com a exclusédo de outras causas de encefalopatia (WHO, 2000, 2012).

As manifestagdes clinicas da MC podem incluir ataxia, convulsdes, hemiplegia
e, eventualmente, coma e morte. O tratamento preconizado pela organizagdo mundial
de saude para os casos de MC ¢é o artesunato por via intramuscular ou intravenosa
(WHO, 2015). Mesmo ap6s o tratamento com o antimalarico, 15-25% dos pacientes
ainda morrem (STORM et al., 2019) e a maior parte desses obitos ocorre 24h apos
admissao hospitalar (MAITLAND; MARSH, 2004, IDRO et al., 2005). Além disso, 5-
30% das criangas que sobrevivem a MC apresentam alguma sequela neuroldgica,
podendo incluir prejuizos motores, cognitivos ou comportamentais (BIRBECK et al.,
2010, WHO, 2012, VARO et al., 2018).

Apesar de décadas de pesquisa, a patogénese da MC permanece pouco
compreendida. No entanto, o que ja se sabe é que ela € multifatorial, ou seja, diversos
mecanismos parecem estar envolvidos no desenvolvimento desta sindrome
neuroldgica. A resposta imune a infecgdo pelo Plasmodium e a obstrugcdo da
microvasculatura pelo sequestro de eritrocitos infectados, levando a disfuncao
endotelial parecem ter importante papel na MC.

Ao infectar o eritrocito, Plasmodium sp. passa a expressar alguns antigenos
que sao exportados para a membrana celular da célula vermelha parasitada. O
Plasmodium falciparum expressa a proteina 1 de membrana do eritrocito (PfEMP1).
Quando agrupadas, essas proteinas formam protuberancias na superficie celular que
sdo conhecidas como knobs. A expressao de PfEMP1 é importante na evaséo do
parasita do sistema de defesa do hospedeiro. Essa proteina se liga a receptores
presentes em células endoteliais e, dessa forma, possibilita 0 sequestro do eritrécito
infectado para as vénulas de importantes 6rgaos, impedindo a destruicdo da célula
pelo baco (RIGGLE; MILLER; PIERCE, 2017). A ligacdo de PfEMP1 as superficies
celulares endoteliais também pode servir para desencadear atividade -celular
potencialmente prejudicial ao endotélio. O sequestro de hemacias parasitadas no
endotélio vascular foi encontrado em pacientes que morreram de MC
(PONGPONRATN et al.,, 1991, 2003). PfEMP1 & uma proteina codificada por
aproximadamente 60 genes “var” e ja foi demonstrado que a expresséao de diferentes
variantes dessa proteina parece estar relacionada a patogénese da MC (KRAEMER;
SMITH, 2006, AVRIL et al., 2012, JESPERSEN et al., 2016). Durante a infegéo por P.
falciparum, o endotélio vascular torna-se ativado e passa a expressar algumas

moléculas de ades&o, dentre elas, molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1),
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molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1), E-selectina, sulfato de condroitina
A (CSA) e CD36. Diferentes variantes de PfEMP1 podem se ligar a diferentes
receptores nas células endoteliais. ICAM-1 tem sido descrita como o principal receptor
envolvido no sequestro das células infectadas nos microvasos cerebrais (TURNER et
al., 1994). Outro receptor que parece ter papel fundamental no sequestro cerebral é o
receptor endotelial de proteina C (EPCR). Alguns estudos tém mostrado que parasitas
que expressam genes “var” que codificam PfEMP contendo dominios de ligagéo ao
EPCR mostraram forte associagdo com o desenvolvimento de malaria grave, incluindo
MC (AVRIL et al., 2012, JESPERSEN et al., 2016, STORM et al., 2019). O sequestro
e adesdo de grande numero de células infectadas ao endotélio vascular cerebral,
através da ligacdo de PfEMP1 a receptores endoteliais cerebrais, pode levar a
obstrugdo vascular. Essa obstrugdo pode ser ainda agravada pelas plaquetas que
induzem adesdo de hemacias infectadas umas as outras formando autoaglutinados
(PAIN et al., 2001), por eritrécitos ndo infectados que formam rosetas em torno de
hemacias parasitadas (DONDORP; PONGPONRATN; WHITE, 2004) e por monécitos
que também sao sequestrados para os vasos cerebrais (DOROVINI-ZIS et al., 2011).
As consequéncias do sequestro sdo, além do bloqueio dos vasos cerebrais com
consequente diminuicdo no fluxo sanguineo e hipoxia tecidual, rompimento da
integridade da barreira hematoencefalica, edema e hemorragia.

O desenvolvimento da MC parece também estar relacionado a hiperativacao
da resposta imune (GAZZINELLI et al., 2014, DUNST; KAMENA; MATUSCHEWSKI,
2017). A presenca de hemacias infectadas e de material celular oriundo da ruptura
dessas células parasitadas na circulagéo, por exemplo, a hemozoina, engatilham a
resposta imune do hospedeiro. A ativacdo do sistema imune inato estimula os
macrofagos a secretarem citocinas pro-inflamatérias, principalmente fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a). Além disso, macréfagos podem levar a liberagao de interferon-
gama (IFN-7). TNF-a e INF-y levam a ativacdo das células endoteliais, ou seja,
essas células passam a expressar moléculas de adesado, por exemplo, ICAM-1,
facilitando o sequestro das hemacias parasitadas e engatilhando a inflamacgéo local.
Niveis elevados de TNF-a foram observados no liquido cefalorraquidiano em criangas
com MC e foram associados a coma prolongado, déficits neuroldgicos e
comprometimento cognitivo a longo prazo (SHABANI et al., 2017).

A obstrugcdo mecanica através da adesdo de hemacias infectadas a
microvasculatura cerebral levando a disfungdo endotelial e consequente isquemia ha

muito tempo é considerada o mecanismo central levando a MC. No entanto, esta
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ficando cada vez mais evidente que a fungdo dos vasos sanguineos na MC esta
comprometida muito além da oclusdo (DESRUISSEAUX et al., 2010, CARVALHO et
al., 2014, EISENHUT, 2015). Constricdo das arteriolas cerebrais ja foi demonstrada
em pacientes com MC (POLDER et al., 1991, YAMAMOTO et al., 2018). Além disso,
pacientes com malaria grave apresentaram menor indice de tonometria arterial
periférica (reactive hyperaemia-peripheral arterial tonometry - RH-PAT, uma medida
de vasodilatagdo reativa) do que pacientes controles ndo infectados ou pacientes com
malaria ndo complicada (YEO et al., 2007). Niveis plasmaticos de angiopoietina-1
(Ang-1) estao diminuidos e os niveis de Ang-2 estdo aumentados em pacientes com
malaria grave, e s&o capazes de predizer o desfecho clinico em criangas com MC
(LOVEGROVE et al., 2009, CONROQY et al., 2012). Os mecanismos que levam a
vasoconstri¢cao e disfungéo vascular na MC ainda ndo sdo completamente entendidos,
mas alguns mediadores como o 6xido nitrico, principal regulador de ténus vascular,

parecem estar envolvidos.

1.2.1 O papel da L-arginina e do 6xido nitrico na malaria cerebral

O o6xido nitrico (NO) é uma pequena molécula gasosa sinalizadora que esta
envolvida em multiplas fungdes fisiolégicas em uma variedade de tipos celulares.

O NO é produzido intracelularmente através da oxidagdo de L-arginina pela
acao da enzima oxido nitrico sintase (NOS) que produz, entdo, NO e L-citrulina. Nos
mamiferos, o NO é gerado por trés diferentes isoformas da enzima NOS. NOS
neuronal (nNOS ou NOS1) é constitutivamente expressa nos tecidos neuronais; NOS
induzida (iNOS ou NOS2) é induzida por mediadores inflamatérios em fagocitos e
células vasculares; NOS endotelial (eNOS ou NOS3) é expressa constitutivamente no
endotélio e nas plaquetas (KIM et al., 2011, FORSTERMANN; SESSA, 2012). Todas
as isoformas da NOS utilizam L-arginina como substrato e oxigénio e fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) como co-substratos. Diversos co-
fatores, incluindo tetrahidrobiopterina (BH4), dinucleotideo de flavina adenina (FAD) e
flavina mononucleotideo (FMN) também s&o requeridos (FORSTERMANN; SESSA,
2012, PRADHAN; BERTELS; AKERMAN, 2018).

O NO atua como neurotransmissor e mediador do sistema imunologico, mas
foi identificado, originalmente, como o primeiro mediador de relaxamento vascular
dependente do endotélio, sendo importante, portanto, no processo de vasodilatagao
(IGNARRO et al., 1987). A molécula de NO promove vasodilatagcdo, porque ao
difundir-se do endotélio (onde € produzida) para o musculo liso vascular adjacente,
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ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs) que converte guanosina trifosfato (GTP) em
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) que, por sua vez, promove o relaxamento das
células musculares lisas (KAMPOLI et al., 2012, PRADHAN; BERTELS; AKERMAN,
2018).

Baixa disponibilidade de NO tem sido descrita em desordens hemoliticas. A
hemolise excessiva depleta o sistema de remog&o de hemoglobina levando ao
acumulo dessa proteina e heme no plasma que, por sua vez, irdao mediar efeitos
diretos proé-inflamatérios, proliferativos e pro-oxidantes nas células endoteliais
vasculares. Além disso, a hemoglobina livre no plasma possui alta afinidade pelo NO,
sequestrando essa molécula de maneira rapida e irreversivel contribuindo, assim,
para a prejudicada biodisponibilidade de NO endotelial observada nessa condigéo. A
baixa biodisponibilidade de NO também parece estar relacionada a redugao dos niveis
de L-arginina, substrato para a sintese de NO pela NOS. A arginase, enzima liberada
a partir da lise das hemacias, ira competir com NOS pelo mesmo substrato, L-arginina,
depletando-o. Ou seja, em condi¢gdes hemoliticas, ocorre diminuigdo nos niveis de NO
tanto pelo aumentado consumo de NO pela hemoglobina livre no plasma quanto pela
baixa produgdo da molécula pela deplegao do seu precursor, a L-arginina (ROTHER
et al., 2005). As consequéncias da baixa biodisponibilidade de NO sdo uma menor
ativacdo de GCs que, por sua vez, nao promove suficiente producdo de GMPc.
Diminuidos niveis de GMPc prejudicam a regulagao do tdnus do musculo liso levando
a vasoconstricado local, redugéo do fluxo sanguineo e prejudicada reatividade vascular
a estimulos vasodilatadores. Além disso, baixos niveis de NO promovem trombose
intravascular e aumentada expressao de receptores de adesao endotelial.

De fato, um estudo realizado por Yeo et al. (2009) mostrou que as
concentragbes de hemoglobina livre no plasma de pacientes adultos com malaria
grave foram maiores quando comparadas as concentragcbes em pacientes com
malaria moderadamente grave ou controles. Além disso, melhora no indice RH-PAT
foi associada a diminui¢cdo nos niveis de hemoglobina livre.

A biodisponibilidade de NO esta reduzida em criangas que desenvolveram MC.
Um estudo realizado com criangas da Tanzania que desenvolveram MC mostrou que
0s niveis plasmaticos e urinarios de nitrato e nitrito (metabdlitos estaveis do NO) foram
inversamente correlacionados com a gravidade da doenca (ANSTEY et al., 1996).
Diminuidos niveis de nitrato e nitrito foram também encontrados no liquor de pacientes

que desenvolveram essa sindrome neurolégica (DONDORRP et al., 1998).



Pacientes adultos com malaria grave apresentaram disfungcdo endotelial
caracterizada por niveis baixos de NO exalado e menor indice RH-PAT do que
controles nado infectados ou pacientes com malaria moderadamente grave (YEO et al.,
2007).

Além disso, a baixa disponibilidade de NO foi correlacionada com baixas
concentragdes plasmaticas de L-arginina, substrato para a sintese de NO pela NOS
em criangas com MC (LOPANSRI et al., 2003). A hipoargininemia foi fortemente
associada com a mortalidade. Niveis diminuidos de arginina foram observados
também em amostras plasmaticas de criangas do Malawi (ALKAITS et al., 2016,
GUPTA et al., 2017).

A infusdo de L-arginina parece ser benéfica na malaria. Pacientes adultos com
malaria moderadamente grave que receberam L-arginina apresentaram aumento no
indice RH-PAT e nos niveis de NO exalado, ou seja, L-arginina melhorou a disfungao
endotelial (YEO et al., 2007).

1.2.2 O papel do acido araquidénico na malaria cerebral

O acido araquiddnico (AA), um acido graxo poliinsaturado de 20 carbonos, é o
principal precursor dos eicosanoides e um dos constituintes basicos da membrana
celular. Quando o tecido € exposto a estimulos fisioldgicos ou patologicos, tais como
horménios, citocinas ou mesmo a estimulos ndo especificos, como dano ou injuria, a
fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima presente na maioria dos tipos celulares de
mamiferos, atua sobre os fosfolipideos da membrana liberando o AA.

O AA pode ser enzimaticamente metabolizado por trés vias: cicloxigenases
(COXs), lipoxigenases (LOXs) e citocromo P450 dando origem a diferentes classes
de eicosanoides (Figura 2). Os eicosanoides sdo uma familia de moléculas de
sinalizagdo muito potentes, que atuam como mensageiros de curta distancia, agindo

sobre os tecidos proximos as células que os produzem apds liberacédo extracelular.
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Figura 2 - Metabolismo do AA por diferentes vias enzimaticas.
O acido araquidénico é liberado a partir dos fosfolipidios de membrana por lipases dependentes e
independentes de Ca?*. Os metabdlitos do AA contribuem para o controle do fluxo sanguineo cerebral.
Metabdlitos mostrados em verde sédo vasodilatadores, metabdlitos em vermelhos sdo vasoconstritores
e em azul aparece a localizagdo de algumas enzimas relevantes. ATTWELL et al., 2010, p. 235,
modificado por Aline S. Moreira.

Ao ser clivado pela agao da PLA2, AA é convertido a prostaglandina H2 (PGH>),
o precursor imediato de muitas outras prostaglandinas e tromboxanos. As duas
reacdes que levam a formagao de PGH> s&o catalisadas por uma enzima bifuncional,
a cicloxigenase (COX), também conhecida como Prostaglandina H: sintase. Na
primeira das duas etapas, a atividade de cicloxigenase introduz oxigénio molecular
(funcdo oxigenase de COX) convertendo AA em prostaglandina G2 (PGG2). A segunda
etapa, catalisada pela fungdo peroxidase de COX, converte PGG:, em PGHy,
prostaglandina mais estavel que PGG. (HARIZI; CORCUFF; GUALBE, 2008, RINK;
KHANNA, 2011).

Os mamiferos tém duas isoenzimas da prostaglandina H> sintase, a COX-1 e
a COX-2. A COX-1 é uma enzima expressa constitutivamente e esta envolvida na
sintese de prostaglandinas relacionadas a manutengcdo da homeostase, por exemplo,
a sintese de prostaglandinas que regulam a secregédo de mucina gastrica. COX-2, uma
forma induzida, estimulada, por exemplo, por citocinas pré-inflamatérias e fatores de

crescimento esta mais envolvida na secregdo de prostaglandinas que controlam
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inflamagédo, dor e febre (RINK; KHANNA, 2011, MEIRER; STEINHILBER;
PROSCHAK, 2014).

PGH2 pode ser convertida por sintases de células especificas em tromboxano
A2 (TXA2) e 4 prostaglandinas diferentes, prostaglandina D2 (PGD>), prostaglandina
E> (PGE2), prostaglandina Foax (PGF2a ) e prostaciclinas (prostaglandina I2, PGl2),
que s&o coletivamente denominados prostandides (MEIRER; STEINHILBER;
PROSCHAK, 2014, ROJAS et al., 2018).

No trato gastrointestinal, PGE2, PGF.a e PGl. protegem o fluxo da mucosa
gastrica e estimulam a formagdo de muco, bem como a secreg¢do de bicarbonato
(WOLFE; LICHTENSTEIN; SINGH, 1999). PGD2, PGE2 e PGI. sdo mediadores do
tonus vascular por permitir a vasodilatagdo (MONCADA; VANE, 1978), enquanto TXA>
atua como vasoconstritor nas células do musculo liso (MONCADA; VANE, 1978,
NAKAHATA, 2008). PGF2ax e PGE: sdo responsaveis também por mediar
broncoconstrigdo e broncodilatagdo no sistema respiratorio, respectivamente
(OREHEK et al., 1973).

Na via das LOXs, que € constituida principalmente pelas isoformas 5-LOX, 12-
LOX e 15-LOX, o AA ¢é convertido em seus respectivos acidos
hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETESs). Diferentes LOXs produzem varios HPETEs,
acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETESs) e outros produtos como leucotrienos (LTs)
e lipoxinas (LXs). 5-LOX é responsavel pela sintese dos LTs e 12 e 15-LOX estéo
principalmente envolvidas na sintese de LXs. Enquanto LTs estdo envolvidos na
ativacao de vias pro-inflamatdrias e vasoconstrigao cerebral, LXs estdo envolvidas na
resolucado de processos inflamatérios e na vasodilatacdo (MEIRER; STEINHILBER,;
PROSCHAK, 2014, SACERDOTI et al., 2015).

Alternativamente, o AA é metabolizado por enzimas citocromo P450 (CYP450).
Estas enzimas estdo localizadas em diversos érgéos, como figado, cérebro, rins,
pulmdes, coracao e sistema cardiovascular. Os membros da familia CYP450, CYP4A
e CYP4F, catalisam a w-hidroxilagdo do AA a acido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-
HETE). Esse eicosanoide apresenta atividade pro-inflamatoria e vasoconstritora. Ja
as enzimas CYP2C e CYP2J, metabolizam o AA a acidos epoxieicosatrienoicos
(EETs). Séao conhecidos 4 regioisbmeros de EETs, s&o eles: 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-
EET e 14,15-EET. Os EETs sdo metabdlitos vasodilatadores, pro-fibrinoliticos, anti-
inflamatorios e angiogénicos. Pouco tempo depois de serem produzidos, os EETs sao
hidrolisados pela enzima epdxido hidrolase soluvel (sEH) para formar seus diois

correspondentes, tais como os acidos dihidroxieicosatrienoicos (DHETS) reduzindo,
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assim, a atividade biologica dos EETs (MEIRER; STEINHILBER; PROSCHAK, 2014,
IMIG, 2016, WANG et al., 2018).

A peroxidagao nao enzimatica do AA pode levar a producao de isoprostanos.
Os isoprostanos sdo compostos do tipo prostaglandina formados in vivo pela
peroxidagcdo do acido araquiddnico catalisada por radicais livres independente de
COX. Isoprostanos, portanto, sdo importantes marcadores de estresse oxidativo. Além
disso, 8-isoprostanos (F2-isoprostano), um dos isoprostanos mais bem estudados,
atua como potente vasoconstritor dos capilares cerebrais por induzir a sintese de TX
nas células endoteliais mediada por COX (MILNE; DAI; ROBERTS I, 2015,
MORROW, 2006, PHILLIS; HORROCKS; FAROOQUI, 2006, RINK; KHANNA, 2011).

A desregulagdo de algum eixo dentro da via do AA pode levar a doenga, e
alguns trabalhos tém demonstrado que o desbalango de alguns metabdlitos dessa via
pode também estar associado a MC.

Xiao et al. (1999), observaram aumentada expressédo da enzima PLA2 no bago
e de COX-1 e COX-2 no cérebro de animais infectados por Plasmodium berghei ANKA
(PbA) que desenvolveram malaria cerebral experimental (MCE). Além disso, aumento
nos niveis de LTB4 foi reportado nos animais doentes. O tratamento posterior dos
camundongos com aspirina, bloqueador da sintese das prostaglandinas pela inibigéo
de COX-1 e COX-2, aumentou ainda mais os niveis de LTB4 e induziu mais
rapidamente o desenvolvimento da MCE. Os autores explicam que a inibicdo de COX
pela aspirina provavelmente diminuiu os niveis de PGs. Além disso, o bloqueio dessa
enzima leva a maior disponibilidade do AA que foi utilizado para geragdo de mais
LTB4, agravando a doenca. Esses achados sugerem um efeito protetor das
prostaglandinas e um efeito deletério dos leucotrienos na MCE. Esses resultados
foram corroborados pelo trabalho de Ball et al.,, 2004. Os autores observaram
aumentada expressdo de COX-1 no cérebro de animais com MCE e em animais com
malaria ndo cerebral (infecgédo por Plasmodium berghei K173, PbK). No entanto, COX-
2 s0 estava aumentada em animais com MCE. A inibicdo da atividade de COX-2 pelo
tratamento com celecoxib foi associada ao inicio precoce da MC. Os dados sugerem
que a indugéo principalmente de COX-2 e a producdo de PGs podem ser protetores
na doenca.

De acordo com esses resultados, criangas com MC tratadas com salicilato
demonstraram complicagbes da malaria grave (acidose metabdlica, hipoglicemia,
morte) (ENGLISH et al., 1996).
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Trabalho mais recente conduzido por Borges et al., 2017 mostrou que
linhagens suscetiveis ao desenvolvimento de MCE (camundongos CBA e C57BL/6
infectados por PbA) apresentaram aumentada expressao de COX-2 E 5-LOX nos
vasos cerebrais, neurdnios e astrocitos sugerindo que ambas as vias desempenham
um papel no desenvolvimento da MC em camundongos suscetiveis. Ao contrario,
camundongos BALB/c, linhagem resistente ao desenvolvimento da MCE,
apresentaram menor expressdo de ambos, COX-2 e 5-LOX no cérebro, reforcando a
importancia da exacerbagdo de ambas as vias no desenvolvimento da doenca
cerebral.

De maneira interessante, camundongos infectados por PbA deficientes em 5-
LOX apresentaram sobrevida reduzida, mas o tratamento com LXA4 preveniu a
mortalidade dos animais com MCE, mostrando um papel protetor pra LXA4 nessa
sindrome neurolégica (SHRYOCK et al., 2013). O tratamento de animais com LXA4
melhorou a disfungdo endotelial que ocorre na MCE. LXA4 preveniu a quebra da
barreira hematoencefalica, aumentou a densidade capilar funcional cerebral e reduziu
a expresséo de ICAM-1 nas células endoteliais (SOUZA et al., 2015).

Os niveis de PGE:> foram inversamente correlacionados com a gravidade da
malaria humana (PERKINS; KREMSNER; WEINBERG, 2001). Corroborando os
resultados de 2001, Perkins et al. (2005) observaram que o prejuizo na produgéo de
PGE: foi associado aos resultados adversos em criangas com malaria cerebral e
niveis aumentados de PGE, foram observados nos casos de parasitemia
assintomatica.

A utilizacdo de iloprost, um analogo sintético da prostaciclina, preveniu
significativamente o desenvolvimento da MCE em animais geneticamente suscetiveis

ao desenvolvimento desta sindrome neurologica (SLIWA et al., 1991).

1.2.3 O controle do fluxo sanguineo cerebral pelos eicosanoides e NO

A integridade estrutural e funcional do cérebro depende de um continuo
fornecimento vascular de oxigénio e glicose dada a limitada reserva energética desse
tecido. O sistema cerebrovascular possui varios mecanismos para garantir o
adequado fluxo sanguineo para atender as demandas especificas de energia e evitar
flutuagdes prejudiciais devido a alteragdes na presséo arterial.

O mecanismo de autorregulacédo protege o cérebro de flutuagbes no fluxo
sanguineo quando a pressao arterial varia. O fluxo sanguineo cerebral é
extremamente bem autorregulado entre os limites de pressao arterial de 50 e 150
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mmHg. Isto quer dizer que a pressao média pode ser diminuida para valores de 50
mmHg ou aumentadas para valores de 150 mmHg sem variagao significativa do fluxo
sanguineo cerebral (MOERMAN; DE HERT, 2019).

Assim como na maioria dos outros tecidos, o fluxo sanguineo cerebral € muito
correlacionado ao metabolismo tecidual. Ja se sabe que o cérebro tem uma habilidade
intrinseca de rapidamente regular seu proprio fornecimento sanguineo em resposta a
demandas locais de energia, uma resposta denominada de hiperemia funcional. Essa
resposta homeostatica € importante para fornecer aumentada entrega de glicose e
oxigénio nos momentos de atividade intensa e demanda metabolica (IADECOLA,
2017). Acredita-se que varios fatores metabdlicos contribuam para a regulagdo do
fluxo sanguineo cerebral como: concentragdo de didxido de carbono, concentragéo
de ions hidrogénio, concentragéo de oxigénio e mediadores liberados pelos astrdcitos,
células especializadas nao neuronais. No entanto, alguns trabalhos tém discutido se,
de fato, sinais metabdlicos (queda nas concentragcdes de oxigénio ou aumento nas
concentragbes de dioxido de carbono e hidrogénio) gerados por neurdnios ativos
engatilham aumento de fluxo sanguineo cerebral. Essa ideia tem sido substituida pela
descoberta da sinalizagdo mediada por neurotransmissores, principalmente o
glutamato que tem papel principal na regulagdo do fluxo sanguineo cerebral
(ATTWELL et al., 2010, MACVICAR; NEWMAN, 2015).

A interagdo entre as células que compdéem a unidade neurovascular, como
células endoteliais, pericitos, células musculares lisas, neurbnios terminais e
astrocitos parece ser importante no controle do fluxo sanguineo cerebral (FILOSA;
IDDINGS, 2013). Reconhece-se agora que a prépria atividade sinaptica e cerebral por
ela mesma leva ao aumento no fluxo sanguineo cerebral. Numero cada vez maior de
evidéncias tem sugerido que o acoplamento entre a atividade neuronal e o fluxo
sanguineo cerebral € devido, em parte, a mediadores liberados pelos astrocitos (tais
como NO e metabolitos do AA), células que revestem os vasos sanguineos no sistema
nervoso central (SNC) (ATTWELL et al., 2010, HARDER et al., 2018).

A liberagdo de glutamato por neurbnios pré-sinapticos ativa receptores
neuronais N-metil-D-aspartato (NMDA), resultando no influxo de Ca* nos neurdnios
pos-sinapticos (Figura 3 A). O aumento de calcio dentro dos neurdnios pode ativar
NNOS ou PLA2. Se nNOS ¢ ativada, NO ¢ liberado. Este NO ativa GMPc presente nas
células musculares lisas das arteriolas cerebrais causando vasodilatagcdo. Se PLA2 é
ativada, ela cliva o AA presente na membrana celular, o AA, por sua vez, € convertido

a PGs pela atividade da COX-2 que, assim como NO, atuara no musculo liso dos
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vasos sanguineos cerebrais promovendo vasodilatagdo (ATWELL et al., 2010,
PETZOLD; MURTHY, 2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015).

O glutamato liberado apds sinapse por neurdnios pré-sinapticos também é
capaz de ativar receptores metabotrdpicos de glutamato (MGLURS) presentes nos
astrocitos e levar ao aumento das concentragcdes de Ca*™ intracelular (Figura 3 B).
Este aumento pode levar, entdo, a abertura de canais de potassio nos pés dos
astrocitos que liberam o K*. Quando liberado, o potassio atua nas células musculares
lisas dos vasos promovendo vasodilatacdo (ATWELL et al., 2010, PETZOLD;
MURTHY, 2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015).

O aumento de Ca*™ no astrécito, apds ativagdo do mGLURs pelo glutamato
pode ainda ativar PLA2. A PLAZ2 cliva AA e o acumulo intracelular de AA leva a geragao
de seus metabdlitos, PGs e EETs que serdo liberados e nas células musculares lisas
das arteriolas cerebrais promoverdo vasodilatacdo. EETs podem promover
vasodilatagao por inibir receptores de tromboxano, um derivado vasoconstritor da via
do AA. Além disso, o AA gerado através da agédo de PLA2 pode ndo ser metabolizado
dentro do astrdcito, mas nas células musculares lisas dos vasos. Nessas células, AA
pode ser metabolizado por enzimas CYP4A ou CYP4F a 20-HETE, um metabdlito
vasoconstritor e induzir, assim, a contracido vascular. Dependendo do ténus vascular
prévio e das concentracdes de Oz, 0o aumento do Ca** dentro do astrécito podera levar
a vasoconstricdo ou a vasodilatagdo (ATWELL et al., 2010, PETZOLD; MURTHY,
2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015).
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Figura 3 - Regulagéo do fluxo sanguineo cerebral por glutamato.

Vias a partir de neurbnios e astrocitos (esquerda) que regulam o fluxo sanguineo por enviar
mensageiros (setas) para influenciar o musculo liso em torno das arteriolas que fornecem oxigénio e
glicose para as células (direita, mostrando o lumen do vaso contornado por células endoteliais e
musculo liso). (A) Nos neurdnios pré-sinapticos, a liberagao sinaptica de glutamato atua nos receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA) presentes em neurbnios poés-sinapticos, levando ao aumento nas
concentragdes de Ca?* Aumento nas concentragbes de Ca?* ativa 6xido nitrico sintase neuronal
(nNOS) a liberar NO. O NO ativa guanilato ciclase soluvel (GCs) no musculo liso vascular que converte
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc). GMPc, por sua vez, promove
vasodilatagdo. O aumento das concentragbes de Ca?* também pode (linhas pontilhadas) induzir a
producdo de acido araquidénico (AA) a partir da agdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2). O AA é
convertido a prostaglandinas (PGs) que dilatam os vasos. (B) O glutamato aumenta as concentragdes
de Ca?" nos astrocitos por ativar os receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR). Aumento nas
concentragdes de Ca?* leva a producgdo de AA. O AA pode ser convertido a trés tipos de metabolitos:
Prostaglandinas e EETs que promovem vasodilatagdo ou dar origem a 20-HETE no mdusculo liso,
promovendo constrigdo vascular. Um aumento nas concentragdes de Ca?* nos pés dos astrocitos pode
ativar também canais de potassio ativados por Ca 2* de alta condutancia, liberando K+ que também
induz dilatagdo vascular. ATTWELL et al., 2010, p. 234.

A ativacdo dessas vias e a interacdo entre elas ao promover vasodilatagao
cerebral aumenta a oferta de O2 e de glicose necessaria para aquelas regides com
aumentada atividade neuronal.

O NO produzido tanto pela acdo de nNOS nos neurdnios pds-sinapticos,
quanto pela agdo de eNOS nas células endoteliais dos microvasos cerebrais, pode
interferir na via do AA (Figura 4). Isso se deve ao fato dessa molécula atuar como
inibidor da geracdo de 20-HETE nas células musculares lisas das arteriolas cerebrais.
Dessa forma, em situagdes de baixa disponibilidade de NO, 20-HETE é produzido,

agravando a vasoconstricdo. O NO também inibe a producéo de EETs pelos astrocitos
(ATWELL et al., 2010, PETZOLD; MURTHY, 2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015).
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Figura 4 - Oxido nitrico inibe a produgdo de mensageiros fundamentais derivados do acido
araquidonico.

NO inibe (linhas pontilhadas) a produgéo tanto do metabolito vasoconstritor 20-HETE quanto do
metabolito vasodilatador EET. NO também estimula fracamente COX-1 e inibe COX-2 (ndo mostrado).
A oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) pode ser ativada pelo shear stress (forga tangencial de tragéo
produzida pela passagem de sangue ao longo da superficie luminal do endotélio vascular) induzido
pelo fluxo ou por acetilcolina (ACh). ATTWELL et al., 2010, p. 236.

Processos patolégicos que interfiram nos mecanismos de acoplamento
neurovascular (transduc¢ao da atividade cerebral para alteragdes no fluxo sanguineo)
podem perturbar a manutencdo do fluxo sanguineo adequado para o cérebro.
Desarranjo na geragao e balango de derivados do AA e/ou desregulagdo das enzimas
envolvidas nas suas sinteses, podem levar a um aumento dos metabdlitos
vasoconstritores ou diminuicdo dos  metabdlitos  vasodilatadores e,
consequentemente, queda no fluxo sanguineo cerebral. A manipulagao farmacolégica

dessas vias pode ser utilizada potencialmente para corrigir tais processos. Um

esquema de vias importantes atuantes na MCE pode ser observado na figura 5.
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Figura 5 - Representagcdo esquematica das vias vasoconstritoras e vasodilatadoras
potencialmente atuantes durante a MCE (ECM).

Lado Luminal: A infecgdo leva a inflamagao vascular com aumento da expressao de moléculas de
adesao celular, como a ICAM-1, que atuam como receptores de células endoteliais (EC) para hemacias
parasitadas (pRBC), leucdcitos e plaquetas. O sequestro bloqueia as vénulas pds-capilares, diminuindo
o fluxo sanguineo e gerando hipdxia e, juntamente com a inflamagao, causa disfun¢do endotelial,
incluindo a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a regulagéo positiva de mediadores como
TNF-a e ET-1 que contraem ativamente os vasos. A destruicdo das hemacias do hospedeiro (RBC)
pelo parasita libera hemoglobina (Hb), que captura o NO, arginase que consome arginina e heme, cuja
presenga é promovida pela falta de haptoglobina e hemopexina. A hipoargininemia e a oxidagéo do
BH4 por ROS, e o excesso de produgao de dimetilarginina assimétrica (ADMA - antagonista endégena
da L-arginina), causam a disfungdo da eNOS, que comega a gerar mais ROS também ajudando a
consumir as pequenas quantidades de NO que ainda sdo produzidas, gerando peroxinitrito. Lado do
parénquima cerebral: Esses mecanismos também atuam para causar disfungdo da nNOS nos
neurdnios, o que contribui para a baixa biodisponibilidade do NO, geragédo de ROS e comprometimento
vascular. A infecgdo e a inflamagdo causam a regulagdo positiva de varias enzimas envolvidas no
metabolismo do acido araquiddnico (AA), principalmente em astrécitos, incluindo PLA2, COX-1 e COX-
2 e possivelmente outras como LOX e CYP4A, envolvidas na geragdo de metabdlitos vasoconstritores,
que superam as vias que geram metabolitos vasodilatadores, como CYP2C e a via de COX, que levam
a produgdo de PGE2. O estresse oxidativo forga a oxidagdo nido enzimatica do AA que gera
vasoconstritores potentes, como os isoprostanos. As vias que favorecem a vasoconstricido e a
vasodilatagdo s&o designadas por setas vermelhas e azuis, respectivamente. Esquema elaborado pelo
Dr. Leonardo J. M. Carvalho.

Dunn et al. (2008) utilizando o rato hipertenso com propensao ao acidente
vascular encefalico (SHRSPP), um modelo animal de hipertensdo e disfungéo
endotelial, mostraram que a producdo de 20-HETE, um dos mais potentes
eicosanoides vasoconstritores da via do AA, esta aumentada na vasculatura desses

animais quando comparada a produgéao de 20-HETE em animais WKY normotensos.
O tratamento dos animais SHRSPP com HET0016, um inibidor da CYP hidroxilase
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(CYP4A e CYP4F), enzima responsavel pela producdo de 20-HETE, reduziu
significativamente o tamanho do infarto, a formagéo vascular cerebral de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a disfungéo vascular observada nesses animais.

Em um estudo de dano cerebral apds isquemia temporaria, ratos tratados com
HETO0016 90 minutos antes da oclusdo da artéria cerebral média (middle cerebral
artery occlusion — MCAOQ), mostraram 79,6% de redugédo nas concentragdes de 20-
HETE no cortex cerebral, significante redugédo no volume da lesdo apés a MCAO e
atenuagdo da diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral mediada pela injuria nesse
modelo (POLOYAC et al., 2006).

Em modelo experimental de infarto cerebral, Koumura et al. (2011) utilizaram
ozagrel, um inibidor da enzima tromboxano sintase para verificar os efeitos desse
farmaco no dano isquémico induzido por oclusdo da MCAO em camundongos. Os
autores observaram efeito benéfico do ozagrel que diminuiu a area e o volume de
infarto cerebral 24 horas apds a oclusao vascular. Além disso, ozagrel melhorou o
déficit cognitivo nesses animais.

Alguns trabalhos tém demonstrado o papel benéfico da inibigdo da enzima sEH
na injuria isquémica cerebral experimental. Dorrance et al. (2005) trataram ratos
hipertensos com propenséo ao acidente vascular encefalico (SHRSPP) com AUDA
antes da oclusdo da MCA, e observaram reducéo significativa no tamanho do infarto
cerebral desses animais. Liu et al. (2015) mostraram que tanto a administracéo
exdgena de 14,15-EET quanto a inibicdo da sEH por AUDA reduziram a apoptose

neuronal e o tamanho do infarto.

1.2.4 Modelo experimental de malaria cerebral

Até o momento, a maior parte do nosso conhecimento sobre a malaria cerebral
humana foi obtida a partir de estudos de autdpsia do tecido cerebral de pacientes com
MC. Apesar de relevantes, a avaliacdo de amostras post-mortem para estudos
histopatoldgicos limita-se a nos fornecer informacdes sobre o desfecho nos casos
fatais, ndo nos permitindo correlacionar caracteristicas patoléogicas com o
aparecimento dos sintomas clinicos, além de nao possibilitar comparacdes entre os
casos fatais e aqueles que responderam com sucesso ao tratamento.

Estudos de neuroimagem tem acrescentado novos conhecimentos sobre
processos patogénicos criticos que, ao contrario dos estudos baseados em autopsia,
permitem uma observagao em série ao longo do tempo e permite comparagdes entre
casos fatais e sobreviventes. A utilizacdo de ressonancia magnética e tomografia
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computadorizada, por exemplo, mostrou que o edema cerebral € o achado mais
comum relacionado a patologia da MC (MOHANTY et al, 2011) e foi
significativamente associado com a morte nessa sindrome neuroldgica (SEYDEL et
al., 2015). Apesar de nos ajudar a abordar questdes relacionadas a patogénese da
MC, este € um recurso caro e seu uso pode apresentar preocupacgdes éticas.

A retina € um tecido nervoso cuja microcirculagdo apresenta as mesmas
propriedades daquelas do SNC. Os olhos servem, portanto, como uma “janela” para
o cérebro permitindo uma avaliagdo ndo invasiva da imagem funcional e estrutural da
microcirculagao, que € o principal local de sequestro de eritrocitos infectados. De fato,
quando amostras histolégicas do cérebro e da retina foram comparadas em casos
fatais de MC, o sequestro cerebral estava sempre associado ao sequestro na retina
(LEWALLEN et al., 2000, WHITE et al., 2009). A MC esta associada n&o somente a
retinopatia que prevé o sequestro cerebral, mas também se correlaciona com a
gravidade do envolvimento cerebral (WHITE et al., 2001) e com a mortalidade (BEARE
et al., 2004). Além disso, na retinoscopia é possivel avaliar o grau de sequestro de
parasitas e defeitos de preenchimento dos vasos (BARRERA et al., 2018). Dessa
forma, a avaliagao da retina é capaz de fornecer informagdes diagnosticas bem como
prognosticas da MC. Estudos de angiografia na retina apods infusdo de fluoresceina
mostraram hipoperfusao do tecido e, em alguns casos, amplas areas de nao perfusao
(Figura 6) (BEARE et al., 2009).

19



Figura 6 - Imagens de retinoscopia (angiografia) de um paciente com malaria cerebral apés
injecao de fluoresceina.

A: Mdultiplas microhemorragias, que geram areas de nao perfusdo. B: Uma grande area de
"branqueamento retinal" que, na angiografia, se revela uma extensa area de nao perfusdo. BEARE et
al., 2009, p. 268.

Um estudo de O’Brien et al. (2018) utilizando uma outra metodologia nao
invasiva, o doppler transcraniano, mostrou que a MC humana n&o é uma sindrome
unica, havendo diferentes formas no que diz respeito a hemodinamica cerebral. Os
autores concluiram que os casos com vasoespasmo e com queda de fluxo sanguineo
foram os mais graves e estavam associados a maior mortalidade.

Devido as dificuldades em se estudar de forma aprofundada casos de MC em
humanos e da limitada possibilidade de avaliar os processos patologicos, modelos
animais tém sido utilizados para estudar a patogénese dessa sindrome neuroldgica.
Modelos de MC in vivo incluem comumente primatas ndo humanos e roedores.

A infeccdo de macacos Rhesus (Macaca mulatta) por Plasmodium coatneyi,
modelo de primata ndo humano mais aceito para estudar a malaria cerebral humana,
leva ao desenvolvimento de complicagdes caracteristicas da MC como o sequestro
de células vermelhas infectadas na microvasculatura cerebral e a expressio de
moléculas de adesao celular tais como ICAM-1, CD36, etc (AIKAWA et al., 1992).
Apesar de ser um bom modelo para estudo in vivo de MC, a utilizagado de primatas

nao humanos é cara, restrita ao uso de baixo niumero de individuos e a falta de animais

geneticamente modificados faz com que esses ndo sejam modelos preferidos de
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malaria cerebral experimental (LOU et al., 2001, LACERDA-QUEIROZ et al., 2008,
CRAIG et al., 2012).

O modelo de infecgédo por Plasmodium berghei ANKA (PbA) mimetiza muitos
dos eventos observados durante a malaria cerebral humana, sendo aceito como o
melhor modelo disponivel de MCE. A infeccdo de linhagens suscetiveis de
camundongos, como C57BL/6 e CBA, leva ao desenvolvimento de uma patologia
cerebral fatal, com inicio normalmente de 6 a 10 dias apos a infec¢gdo, com sinais
clinicos incluindo ataxia, paralisia, convulsdes e coma (DE SOUZA; RILEY, 2002, DE
SOUZA et al., 2010). Esses animais podem também apresentar prejuizos cognitivos
(COMIM et al., 2012). Camundongos C57BL/6 infectados por Plasmodium berghei
NK65 (PbNK65) ndo desenvolvem sinais neurolégicos, morrem aproximadamente em
12 dias apos a infeccdo e sdo amplamente aceitos como modelos controles da
infeccdo de camundongos C57BL/6 por PbA. A infecgdo de animais C57BL/6 por
PbNKG5 causa a sindrome da dificuldade respiratoria aguda nesse modelo, uma
forma grave da malaria (DE NIZ; HEUSSLER, 2018).

Camundongos BALB/c séo resistentes a MCE, ou seja, ndo desenvolvem a
sindrome neurologica apos infeccdo por PbA e morrem cerca de 20 dias apos a
infeccdo em consequéncia da hiperparasitemia e anemia grave (LACERDA-QUEIROZ
et al., 2008, DE NIZ; HEUSSLER, 2018).

Diversas caracteristicas histopatoldgicas sdo compartilhadas entre a malaria
cerebral humana e experimental. Presenca de hemorragia cerebral foi observada na
MC e MCE, citoaderéncia/aglutinagao/sequestro das células vermelhas infectadas
devido a sua interagdo com o endotélio microvascular humano e murino (apesar da
extensdo do sequestro de hemacias infectadas nos microvasos cerebrais ser maior
nos humanos), oclusdo e embolizagdo da microvasculatura cerebral, sequestro de
leucdcitos nos capilares cerebrais ocorre nos camundongos assim como no homem
(mas a quantidade de leucdcitos sequestrados € maior no modelo murino). Quebra da
barreira hematoencefalica e ativacdo endotelial com expressdo aumentada de
moléculas de adesdo como ICAM1, VCAM-1, E-selectina e CD36 ocorrendo na
malaria cerebral humana e no caso da MCE, aumentada expressdo de ICAM-1 e
VCAM-1 (SINGH; PRAKASH, 2018, GHAZANFARI; MUELLER; HEATH, 2018). Assim
como ha MC humana, animais com MCE apresentam disfuncéo vascular, com baixa
biodisponibilidade de NO, hipoargininemia e niveis elevados de hemoglobina livre no

plasma (GRAMAGLIA et al., 2006). Também de forma similar, os niveis plasmaticos
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de Ang-1 estdo diminuidos na MCE, e a administracdo de Ang-1 exdgena melhora o
desfecho nesses animais (HIGGINS et al., 2016).

O foco de pesquisa do nosso grupo tem sido a compreensao dos mecanismos
de vasoconstrigao e disfungao vascular na MCE e o desenvolvimento de terapias para
reverter esses processos. A utilizacdo do modelo experimental de infeccdo de
camundongos C57BL/6 por PbA tem nos ajudado a entender os mecanismos
envolvidos na patogenia da MC.

Cabrales et al. (2010) mostraram marcante diminuicdo no fluxo sanguineo
cerebral em camundongos no momento da manifestagdo da MCE devido a reduzida
velocidade das células vermelhas sanguineas e ao processo de vasoconstricdo que,
eventualmente, levou ao colapso vascular (Figura 7). De forma interessante, a
administragcdo de nimodipina, um bloqueador de canal de calcio utilizado como
farmaco de escolha na prevencdo de vasospasmo em pacientes com hemorragia
subaracnoidea, associada ao artemeter resultou em aumento de sobrevida de animais
com MCE e melhora em diversos parametros cardiovasculares (CABRALES et al.,
2010, MARTINS et al., 2013). A diminuicdo no fluxo sanguineo na MCE foi associada
com diminuido valor de hematdcrito levando a hipdxia e acidose, com marcante
diminuicdo na tensdo de oxigénio nas arteriolas cerebrais, vénulas e tecido
perivascular em animais com MCE (CABRALES et al., 2013).
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Figura 7 - Vasos da pia-mater de camundongos infectados por P. berghei ANKA.

Cada grupo de trés imagens (por exemplo, A-B-C) representa fotos tiradas nos dias 4, 5 e 6 de infecgao
(ou seja, a terceira no dia em que os animais desenvolvem malaria cerebral). As setas em B e E indicam
vasos que desapareceram no dia 6. As imagens | e L mostram vasta area de nao perfusdo, semelhante
ao observado em retinas de pacientes com malaria cerebral na figura 6. No caso do ultimo grupo de
imagens (J-K-L), a extensa area de nao perfusao foi precedida de uma hemorragia. CABRALES et al.,
2010, p. 1311.

A administragdo de uma molécula doadora de NO (DPTA-NO), embora nao
tenha prevenido completamente as complicagdes microcirculatérias da MCE,
melhorou o fluxo sanguineo cerebral nesses animais e preveniu a vasoconstricdo. O
tratamento com NO exdgeno também preveniu microhemorragias e diminuiu a

inflamagéao vascular cerebral (CABRALES et al., 2011) principalmente por reduzir a

expressao de moléculas de adesao como ICAM-1 e P-selectina reduzindo o acumulo
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de leucdcitos e plaquetas no cérebro no sexto dia apds a infecgao (ZANINI et al.,
2011).

A disfuncéo vascular que ocorre na MCE parece, portanto, estar relacionada a
baixa produgdo de NO. Como a enzima Oxido nitrico sintase € responsavel pela
producdo da molécula de NO, nos perguntamos se NOS (isoformas eNOS e nNOS)
estaria disfuncional na MCE contribuindo, assim, para o prejuizo da fungdo vascular.
Ong et al. (2013) observaram que animais com MCE, de fato, apresentaram resposta
vascular prejudicada quando vasos da pia-mater foram estimulados com acetilcolina
(ACh) e N-metil-D-aspartato (NMDA), que induzem vasodilatacdo por mecanismos
dependentes das enzimas eNOS e nNOS, respectivamente. A auséncia de resposta
dilatadora nesses animais estava associada a uma baixa geracdo de NO nos vasos
estimulados. Os autores sugerem que o estresse oxidativo poderia estar levando a
oxidacdo de BH4, cofator essencial para o funcionamento da NOS, promovendo
desacoplamento da NOS e prejudicando a fungé&o da enzima. A superfusdo de BH4
nos vasos da pia reverteu parcialmente a resposta vascular a ACh e ao NMDA,
sugerindo que a escassez de BH4 pode estar implicada na disfungdo da NOS.

Recentemente, Ong et al. (2018) demonstraram que a superfusao direta de L-
arginina, substrato da NOS, nos vasos da pia-mater de camundongos com MCE
induziu imediata vasodilatagdo. Além disso, a administragao sistémica de L-arginina,
combinada ou ndo com artesunato, preveniu a piora da constricdo vascular cerebral.
A L-arginina, portanto, parece também ter um papel benéfico sobre a disfungéo
vascular que ocorre na MCE.

Bertinaria et al., (2015) desenvolveram drogas hibridas com efeito dual, ou seja,
antiplasmodial e repositora de NO para restauragdo da homeostase vascular, com o
intuito de aumentar a eficacia do tratamento da MC. Os autores demonstraram que
drogas hibridas de artemisinina com doador de NO (ART-NO) mantiveram a atividade
in vitro e in vivo contra P. berghei, as propriedades vasodilatadoras e uma das drogas
testadas aumentou a sobrevida de animais com MCE comparados a animais tratados
apenas com artemeter.

Finalmente, no trabalho de mestrado mostramos que a administragao sistémica
de L-arginina aumentou de forma imediata e substancial o fluxo sanguineo cerebral
de animais com MCE uma hora apés a intervengao. Resultado similar foi encontrado
apos bloqueio farmacolégico da produgdo do eicosanoide vasoconstritor TXA2

utilizando ozagrel.
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1.3 Justificativa

A malaria cerebral (MC) € uma vasculopatia grave, e o processo isquémico
resultante do bloqueio e constricdo dos vasos € um evento chave na patogenia dessa
complicacdo e que, em ultima analise, acaba causando a morte do individuo. A
compreensao dos mecanismos de disfungdo vascular é crucial para o
desenvolvimento racional de terapias adjuvantes que aumentem a sobrevida e
diminuam a incidéncia de sequelas em pacientes com MC. Nossos achados anteriores
mostraram que a superfusédo de L-arginina no cérebro de animais com MCE reverteu
0 processo vasoconstritor. Por isso, decidimos investigar os efeitos de uma terapia
adjuvante de L-arginina em combinagdo com artesunato, o farmaco de eleigdo para
tratar malaria cerebral, sobre a sobrevida, fluxo sanguineo cerebral e permeabilidade
da barreira hematoencefalica. Os achados com administracdo de ozagrel, um inibidor
da tromboxano sintase, levando a aumento do fluxo sanguineo cerebral, nos levaram
a também avaliar seu desempenho como terapia adjuvante na MCE, e a avaliar mais
detalhadamente os niveis de outros metabdlitos vasoativos do AA nessa sindrome
neurologica. Além disso, nossos dados in vivo mostraram que vasos da pia-mater tem
deficiéncia de resposta a estimulos vasoativos dependentes de NOS durante a MCE,
e assim buscamos em um sistema ex vivo avaliar se essa deficiéncia seria intrinseca
do vaso ou derivada de fatores externos. Assim, no presente trabalho, abordamos os
mecanismos envolvidos na vasoconstricdo e isquemia cerebral na malaria cerebral
experimental (MCE) e avaliamos o efeito de intervencdes destinadas a restaurar o
fluxo sanguineo cerebral adequado em animais com a sindrome neuroldgica.
Intervengdes simples e direcionadas que, caso eficazes, poderiam salvar centenas de

milhares de vidas todos os anos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito de intervengdes baseadas na reposigao de NO e inibicao de
eicosanoides constritores sobre a fungdo vascular cerebral e como terapia adjuvante

ao artesunato na malaria cerebral experimental por Plasmodium berghei ANKA (PbA).

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar se a L-arginina, associada ao artesunato, reverte o processo
isquémico cerebral e a quebra da barreira hematoencefalica na MCE;

- Verificar se a droga hibrida ART-NO reverte o processo isquémico cerebral e
a quebra da barreira hematoencefalica na MCE;

- Verificar se o ozagrel, associado ao artesunato, reverte o processo isquémico
cerebral e a quebra da barreira hematoencefalica na MCE;

- Determinar os niveis de metabdlitos vasoativos do acido araquiddnico na
malaria cerebral e na malaria ndo cerebral, e o efeito do tratamento com inibidores
das enzimas responsaveis pela geragéo de tais metabdlitos na MCE;

- Verificar o efeito dessas intervengdes na sobrevida de animais com MCE;

- Investigar a vasorreatividade e a biodisponibilidade de NO em artérias

cerebrais isoladas de camundongos com MCE.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Camundongos da linhagem C57BL/6 (18-20 gramas), fémeas, com idade entre
8 e 10 semanas, produzidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB, Fiocruz) foram utilizados neste estudo. Todos os animais foram mantidos sob
temperatura constante (22-24°C) com acesso livre a ragdo e agua e com um ciclo de
12 horas claro/escuro. O estudo foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais
da Fundagao Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ), sob a licenga L-037/2015.

3.2 Parasito e infec¢cao dos animais

Infeccdo de passagem: Amostras de sangue de camundongos C57BL/6
contendo hemacias infectadas por Plasmodium berghei ANKA (PbA) expressando a
proteina fluorescente verde (green fluorescent protein, GFP; uma doac&do do Malaria
Research and Reference Reagent Resource Center — MR4, Manassas, VA;
depositado por C.J. Janse e A.P. Waters; MR4 numero: MRA-865) (PbA-GFP), ou
infectadas por Plasmodium berghei NK65 (PbNKG65; amostra gentiimente doada pela
Dra. Dalma Maria Banic), previamente mantidas em nitrogénio liquido, foram
descongeladas e injetadas por via intraperitoneal (i.p.) em camundongos passagem.
Estes animais serviram como doadores de parasitos posteriormente para a infec¢ao
dos grupos experimentais.

Infecgbes experimentais: Camundongos C57BL/6 (18-20 gramas), fémeas,
foram inoculados intraperitonealmente com uma suspensao de 100 uL contendo 1x10°
hemacias parasitadas por PbA-GFP ou por PbNK65 (dia 0O de infecgdo). Para
determinacao da parasitemia, a partir do sexto dia apos a infeccéo foi coletada uma
gota de sangue (~ 3 pyL) da cauda do animal infectado e depositada sobre uma lamina
para confeccdo de distensdo sanguinea. A lamina foi fixada com metanol, corada por
Giemsa (Laborclin) e lida sob 6leo de imers&do em microscopio de campo claro (Eclipse
80i, Nikon) utilizando a objetiva de 100X. A parasitemia foi calculada pelo numero de
hemacias infectadas em pelo menos 1.000 hemacias totais. Alternativamente, a
parasitemia em animais infectados por PbA-GFP foi avaliada por citometria de fluxo

que identificou e quantificou as hemacias infectadas em um total de 10.000 hemacias
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(10.000 eventos). As medidas de temperatura corporal foram realizadas com auxilio
de um termdmetro (Oakton® Acorn TM; Oakton Instruments, IL, USA) com sonda retal
prépria para camundongos. Animais infectados por PbA-GFP com temperaturas
variando entre 31,0 e 36,0°C no sexto dia apds a infecgao foram considerados dentro
do critério objetivo de tratamento do estudo (animais com MCE consistentemente
apresentam hipotermia progressiva, assim, a temperatura retal dos camundongos
serve para “estagiar” a sindrome neurolégica e homogeneizar os grupos de

tratamento).

3.3 Avaliacao do fluxo sanguineo cerebral

O fluxo sanguineo cerebral foi mensurado através da técnica de Laser Speckle
com Contraste de Imagem (Laser Speckle Contrast Imaging - LSCI, PeriCam PSI
System, Perimed, Suécia). Resumidamente, nesta técnica a luz do /aser incide sobre
a superficie do cranio e atinge o cortex cerebral. Essa luz é, entdo, refletida para uma
camera acoplada a cabeca do /aser e o produto da velocidade e concentragao das
células sanguineas é lido por um mecanismo denominado padrdo de contraste

speckle (Figura 8).
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Figura 8 - Laser Speckle com Contraste de Imagem (LSCI).

A - Diagrama esquematico mostrando o arranjo tipico de uma instalagdo LSCI. B - Padrao speckle
representando o fluxo sanguineo cerebral em tempo real. DEEGAN; WANG, 2019, p. 16, modificado
pelo Dr. Leonardo J. M. Carvalho e Aline S. Moreira.
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O laser speckle gera trés imagens computadorizadas: uma imagem do animal
sob o /aser, outra em preto e branco da area delimitada para o estudo e uma terceira
imagem também da area delimitada para o estudo, mas com o padrdo speckle
representando o fluxo sanguineo em tempo real, baseado numa escala de cores que
vai do preto (0O unidades de perfusdo arbitrarias — UPA) ao vermelho (300 UPA).
Quanto maior o contraste speckle, menor o fluxo sanguineo e mais azulada aparece
a imagem gerada da microcirculagdo cerebral pelo /aser. Quanto menor o contraste
speckle, maior o fluxo sanguineo microvascular e mais avermelhada aparece a
imagem. Assim, com o objetivo de investigar o comportamento do fluxo sanguineo
cerebral antes e apds intervengdes em animais que desenvolvem a MCE a técnica de
laser speckle foi utilizada.

No sexto dia de infecg&o, animais com temperaturas variando entre 31,0 e 36°C
foram selecionados para o estudo e tratados (as intervengdes sédo descritas abaixo).
Uma, trés e seis horas apds o tratamento, os camundongos foram anestesiados com
uretano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 2 mg/g i.p.. O uretano foi o anestésico
de escolha, pois induz anestesia profunda interferindo minimamente sobre os
sistemas cardiovascular e respiratério dos animais (HARA; HARRIS, 2002). O
processo cirurgico foi iniciado assim que o reflexo podal dos animais foi cessado. Apés
tricotomia da cabega e assepsia da regido com Povidine®, o animal foi colocado sobre
o aparelho estereotaxico em decubito ventral, foi realizada a incisdo do escalpo e
remocgao do periosteo permitindo, desta maneira, a exposi¢cao do cranio. Como o
cranio dos camundongos € pouquissimo espesso, n&o foi preciso realizar craniotomia
prévia para aquisigao de medidas de fluxo sanguineo tecidual, pois o laser é capaz de
atingir o tecido cerebral através do osso com penetragdo de até 1mm de profundidade
a partir do ponto de luz do /aser que atinge o tecido (AYATA et al., 2004, DUNN, 2012).

O animal com o cranio ja exposto foi posicionado sob a luz do LSCI com um
comprimento de onda de 785 nm para medida da perfusdo sanguinea cerebral. A
distancia entre a cabeca do laser e o cranio do animal foi de 10 cm, como
recomendada pelo fabricante. A temperatura corporal dos animais foi mantida em
36°C com auxilio de uma manta aquecedora (Harvard Apparatus).

Antes de iniciar a aquisicdo das medidas de fluxo sanguineo, a superficie
exposta do cranio foi umedecida com salina e coberta com uma fina camada de 6leo
mineral para evitar a secagem ao longo do experimento. Em seguida, uma area de
aproximadamente 2 cm? na superficie do cranio foi delimitada, e a regi&o de interesse

(region of interest, ROI), onde se pretendia avaliar o fluxo sanguineo microvascular
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cerebral, foi definida. A mesma ROI foi utilizada para todos os animais que
participaram desse experimento.

Para as avaliagdes de curto prazo (1 hora), as medidas de fluxo sanguineo
cerebral foram realizadas no mesmo animal antes (basal) e apos a intervencgéo
(tratamento) continuamente durante 60 minutos. Nas avalia¢gdes de longo prazo (3 e
6 horas), diferentes grupos de animais foram utilizados para cada timepoint.

Analise de 6 imagens/segundo e o fluxo sanguineo cerebral relativo de todos
os animais foram adquiridos utilizando o software Perisoft (PeriCam PSI| System,
Perimed, Suécia) e expressos em unidades de perfusado arbitrarias (UPA). Ao término
do experimento os animais foram submetidos a eutanasia com overdose de uma
mistura dos anestésicos cetamina 300mg/kg (Syntec, Sdo Paulo, Brasil) e xylazina
30mg/kg (Syntec, S&o Paulo, Brasil) via i.p. seguida de deslocamento cervical.

Os tratamentos realizados nesses experimentos, doses das drogas, vias de
administragdo e volumes finais injetados por animal foram os seguintes:

- Artesunato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 32mg/kg em solucéo de
bicarbonato de sédio (Reatec) a 5% i.p. (200 pL);

- L-arginina (Tocris Bioscience, Ellisvile, MO, USA) 50mg/kg em salina
administrada por via subcutanea (s.c.; 200 pL);

- Salina s.c. (200 pL).

3.4 Ensaios de sobrevida

Ensaios de sobrevida foram realizados com o objetivo de verificar se a L-
arginina ou o ozagrel teriam um efeito benéfico quando administrados como terapia
adjuvante em combinagdo com artesunato em camundongos que desenvolvem a
MCE. Além disso, o efeito do tratamento com ART-NONO (uma droga hibrida com
efeito antiplasmodial e repositora de NO) sobre a sobrevida de animais com MCE
também foi avaliado. Dessa forma, no sexto dia apds a infecgdo, camundongos com
temperaturas variando entre 31,0 e 36,0°C foram selecionados para o ensaio e
divididos aleatoriamente nos seguintes grupos:

1- Tratados com artesunato 32mg/kg em solucéo de bicarbonato de sédio a 5%
i.p. (200 pL) mais salina s.c. (200 pL);

2- Tratados com artesunato 32mg/kg em solugao de bicarbonato de sodio a 5%

i.p. (200 pL) mais L-arginina 50mg/kg em salina s.c. (200 pL);

30



3- Tratados com artesunato 32mg/kg em solugao de bicarbonato de sodio a 5%
i.p. (200 pL) mais ozagrel (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 100mg/kg em
salina s.c. (200 pL);

4- Tratados com artesunato 32mg/kg em solugdo de bicarbonato de sédio a 5%
i.p. (200 pL);

5- Tratados com ART-NONO 44mg/kg em agua deionizada i.p. (200 pL).

Para os experimentos com ozagrel e L-arginina, todos os animais receberam
artesunato duas vezes ao dia (manha e final da tarde) durante 5 dias a partir do sexto
dia apods a infecgdo. L-arginina ou salina foram administradas uma vez ao dia (manha)
nos dois primeiros dias de tratamento (grupo experimental L-arginina). Uma unica
dose de ozagrel ou salina foi administrada (manh&) no primeiro dia de tratamento
(grupo experimental ozagrel). Para os experimentos com ART-NONO, os animais
receberam artesunato ou a droga hibrida (ART-NONO) no sexto dia apos a infec¢ao
(uma dose de cada droga pela manha) e somente o artesunato foi administrado em
dose unica diaria nos 4 dias seguintes (totalizando 5 dias de tratamento). Os animais
foram acompanhados por mais 7 dias apo6s o ultimo dia de tratamento com artesunato.
Os camundongos foram monitorados diariamente, duas vezes ao dia a partir do
primeiro dia de tratamento até o término do experimento para analise da mortalidade
dos grupos. A parasitemia e temperatura dos animais foram checadas uma vez ao dia
durante os cinco dias de tratamento e no ultimo dia do experimento (onze dias apos o
primeiro dia de tratamento).

Animais infectados por PbA-GFP que ndo preenchiam o critério objetivo de
tratamento, como animais com temperaturas abaixo de 31,0°C ou acima de 36,0°C,
animais que n&o se recuperaram apos tratamento e evoluiram com o agravamento do
quadro (temperatura abaixo de 30°C, coma, convulsdes ou dificuldade de respirar)
foram submetidos a eutanasia com overdose de uma mistura dos anestésicos

cetamina 300mg/kg e xylazina 30mg/kg via i.p. seguida de deslocamento cervical.

3.5 Analise de permeabilidade da barreira hematoencefalica

Para avaliar a integridade da barreira hematoencefalica realizamos a perfusao
dos animais com azul de Evans. O azul de Evans é um corante que tem alta afinidade
pela albumina sérica. Quando injetado por via intravenosa, liga-se totalmente a
albumina, formando um complexo de alto peso molecular que ndo é capaz de

atravessar a barreira hematoencefalica em condigbes fisiologicas. Se houver
31



rompimento da barreira, o complexo azul de Evans-Albumina extravasa da circulagéo
para o tecido cerebral e o corante acumulado pode ser quantificado apds extragao a
partir do cérebro (YAO et al., 2018).

No sexto dia apds a infecgdo, animais com temperaturas entre 31,0 e 36,0°C
foram selecionados e distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos:

1- Tratados com artesunato 32mg/kg em solug¢ao de bicarbonato de sodio a 5%
i.p. (100 pL) mais salina s.c. (100 pL);

2- Tratados com artesunato 32mg/kg em solugao de bicarbonato de sodio a 5%
i.p. (100 pL) mais L-arginina 50mg/kg em salina s.c. (100 pL);

3- Tratados com artesunato 32mg/kg em solugao de bicarbonato de sodio a 5%
i.p. (100 pL) mais ozagrel 100mg/kg em salina s.c. (100 pL).

Cinco horas apoés o tratamento, os animais foram anestesiados com uretano 2
mg/g i.p. e receberam por via intravenosa através do plexo orbital 150 yL de uma
solugdo do corante azul de Evans (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 2% em
tampéao fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) 1X. Apos uma hora da
circulagado do corante, o animal foi perfundido transcardialmente com salina gelada
(10mL) através do ventriculo esquerdo. Os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, tiveram o cérebro coletado, pesado, armazenado em tubo Falcon
contendo 3mL de formamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e, entéo, incubado
por 48h a 37°C. Transcorrido o tempo de incubagao, 100 yL de cada amostra foram
coletados e depositados em placas de ELISA de 96 pogos. A curva padrao foi
construida a partir de diluigdes seriadas da solugao estoque do corante. Solugao de
formamida foi utilizada como branco para o teste. A quantificacido do corante azul de
Evans na solugédo de formamida foi realizada por espectrofotdmetro (BioTek EIx800)

em 620nm.

3.6 Medida dos niveis de eicosanoides e GMP ciclico no cérebro por ensaio

imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA)

O ensaio imunoenzimatico foi utilizado para determinar as concentragdes
basais dos eicosanoides no cérebro de animais controles (ndo infectados), de animais
que desenvolveram MCE (infectados por PbA-GFP) e naqueles que né&o
desenvolveram MCE (MNC - Malaria ndo cerebral; infectados por PbNK65). Além
disso, no grupo de animais que desenvolveu MCE, foram determinadas as

concentragdes dos eicosanoides apods intervengao com drogas inibidoras da produgéo
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dos mesmos. As concentragdes de GMP ciclico no tecido cerebral de animais com

MCE antes e ap0s tratamento com L-arginina também foram determinadas.

3.6.1 Coleta e preparo das amostras para quantificagcao dos eicosanoides

Animais infectados por PbA-GFP que desenvolveram MCE e animais
infectados por PbNKG5 foram submetidos a eutanasia com overdose de uma mistura
dos anestésicos cetamina 300mg/kg e xylazina 30mg/kg via i.p. seguida de
deslocamento cervical e tiveram os cérebros coletados no sexto dia apds a infecgao.
Cérebros de animais com MCE que receberam alguma das intervengdes listadas
abaixo foram coletados 1 hora ap6s o tratamento.

1- HET0016 (Cayman Chemical, Ann Harbor, MIl, USA) 10mg/kg em etanol +
polietilenoglicol + salina (2:2:6 [vol/vol]) s.c. (200 pL);

2- HET0016 (Cayman Chemical, Ann Harbor, Ml, USA) 10mg/kg em solugao
de dimetilsulféxido (Dimethyl Sulfoxide, DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a
5% s.c. (200 pL);

3- AUDA (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 2mg/kg em etanol +
polietilenoglicol + salina (2:2:6 [vol/vol]) s.c. (200 pL);

4- AUDA (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 2mg/kg em solucdo de
DMSO a 5% s.c. (200 pL);

5- Ozagrel (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 100mg/kg em salina s.c.
(200 uL);

6- Salina s.c. (200 yL);

7- Etanol + polietilenoglicol + salina (2:2:6 [vol/vol]) s.c. (200 pL);

8- Solucéo de DMSO a 5% s.c. (200 pL).

Cérebros de animais controles (n&o infectados) também foram coletados.

Apds coleta, as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e, em seguida, armazenadas a -70°C até serem processadas. Para
determinagcdo das concentragbes de eicosanoides, o cérebro foi descongelado,
pesado e, entdo, homogeneizado no gelo com 1mL do tamp&o de homogeneizagao
[0.1M de fosfato de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), pH 7.4, contendo 1mM
de acido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic acid, EDTA; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), e 10 uM de indometacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)], utilizando um macerador de tecidos (CORNING). As amostras foram
centrifugadas a 20.000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante

(aproximadamente 700 uL) foi coletado e misturado com o mesmo volume de uma
33



mistura (1:1) de acetonitrila (Vetec) e acetato de etila (Vetec) e, entdo, vortexado por
45 segundos. As amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 g durante 15
minutos a 4°C. A fase organica resultante foi coletada, seca utilizando o speed vaccum

(modelo iss110, Savant) durante 3 horas e, em seguida, congelada a -70°C.

3.6.2 Coleta e preparo das amostras para quantificagao de GMP ciclico (GMPc)

Animais infectados por PbA-GFP que desenvolveram MCE no sexto dia de
infecgcdo receberam uma das intervengdes descritas abaixo e uma hora apds o
tratamento, foram submetidos a eutanasia com overdose de uma mistura dos
anestésicos cetamina 300mg/kg e xylazina 30mg/kg via i.p. seguida de deslocamento
cervical. O cérebro dos animais foi coletado para quantificacdo de GMPc.

1- Salina s.c. (200 pL);

2- L-arginina 50mg/kg em salina s.c. (200 pL).

Cérebros de animais controles (n&o infectados) também foram coletados.

Apds coleta, as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e, em seguida, armazenadas a -70°C até serem processadas. Para
determinacdo das concentragbes de GMPc, o cérebro foi descongelado, pesado e,
entdo, homogeneizado no gelo com 2,5 mL de uma solugéo de acido tricloroacético
(Trichloroacetic acid, TCA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 5% utilizando um
macerador de tecidos (CORNING). As amostras foram centrifugadas a 1.500 g
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi coletado e misturado a uma
solugdo saturada de éter (1:5 [v/v]). Homogeneizou-se a solugdo durante 10
segundos. Apos isso, a fase organica (éter) foi coletada, descartada e a extragéo foi
repetida mais uma vez. Em seguida, as amostras foram submetidas a aquecimento
em banho Maria durante 5 minutos a 70°C para eliminacdo do éter residual que,
porventura, pudesse ainda estar presente nas amostras. Finalmente, as amostras

foram congeladas a - 70°C até que pudessem ser utilizadas no ELISA.

3.6.3 Determinacao das concentragéoes de eicosanoides e GMPc no cérebro por

ensaio imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA)

No dia da realizagdo do ELISA para quantificacdo dos eicosanoides, as
amostras secas foram descongeladas e ressuspendidas em 500uL do tamp&o do
ensaio imunoenzimatico. As concentragdes de 20-HETE e 14,15-DHET no tecido
cerebral foram determinadas utilizando kits de ELISA adquiridos da Detroit R&D.

Concentragdes de TXB2, 8-isoprostanos e PGE2 foram determinadas através de kits
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de ELISA adquiridos da Cayman Chemical. Kit de ELISA adquirido da MyBioSource
foi utilizado para determinar os niveis do metabdlito 14,15-EET. As concentragdes de
GMPc foram determinadas a partir de amostras descongeladas no dia da realizagao
do ELISA utilizando kit adquirido da Cayman Chemical. Todos os ensaios foram
realizados de acordo com as instrucbes dos fabricantes. A concentracdo dos
eicosanoides foi determinada por leitura em espectrofotometro (BioTek EIx800) no
comprimento de onda de 450nm para os ensaios da Detroit R&D e MyBioSource.
Ensaios da Cayman Chemical foram lidos em 405nm. A concentracdo de GMPc, em
particular, foi determinada por leitura em espectrofotdmetro (Espectramax 190) no

comprimento de onda de 420nm.

3.7 Avaliacao ex vivo da reatividade vascular

Para avaliar a vasorreatividade em artérias cerebrais isoladas de animais controles
(n&o infectados) e animais infectados por PbA que desenvolveram MCE, um sistema

de miografia pressurizado de vasos isolados (Danish Myo Technologies) foi utilizado.

3.7.1 Coleta da artéria cerebral média (middle cerebral artery — MCA)

No sexto dia apos a infecgdo, camundongos infectados por PbA-GFP que
desenvolveram MCE foram anestesiados com isoflurano (4% para inducéo e 3% para
manutengado), eutanasiados e, entdo, imediatamente decapitados. Para posterior
isolamento da artéria cerebral média (MCA), o cérebro dos animais foi removido da
caixa craniana e depositado em placa de Petri de vidro contendo tampao Krebs-
HEPES (tampao KH) a 4°C. Cada MCA foi dissecada a partir da sua origem no circulo
de Willis se estendendo por todo o comprimento do vaso e, entédo, depositada em uma
camara de microvaso (capacidade maxima de 2 mL) preenchida com tampao KH
aquecido a 37°C. A MCA foi canulada em cada extremidade com micropipetas de vidro
(didametro de 40 ym) e amarrada com 2 fios de sutura nylon monofilamento (10-0) em
cada uma das suas extremidades (a extremidade proximal do vaso canulada na pipeta
de influxo e a extremidade terminal do vaso canulada na pipeta de efluxo. As
micropipetas foram ajustadas até que a MCA estivesse minimamente distorcida e
préxima do seu comprimento in vivo; Figura 9 A) dentro de uma camara de microvaso
aquecida (37°C) que permitiu que o lumen e o exterior do vaso fossem perfundidos e
superfundidos, respectivamente, com tampao KH a partir de reservatorios separados.

O tampao KH foi equilibrado com uma mistura de gases (21% de O, 5% de CO2 e
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74% de N2) e tinha a seguinte composi¢cao (mM): NaCl, 130; KCI, 4.7; KH2POs, 1.18;
MgSO4-7H20, 1.17; NaHCOs, 14.9; Dextrose, 5.5; CaNaz Versenate (EDTA), 0.026;
CaCly, 1.6 e HEPES, 10. O pH do tampéao foi ajustado para 7.4. Os diametros interno
e externo da MCA foram medidos utilizando videomicroscopia (aumento de 10X) via
micrometro de video na tela (Figura 9 B). As MCAs de animais nao infectados foram
coletadas da mesma maneira que as MCAs de animais com MCE servindo, dessa

forma, como controles do experimento.

A B

Figura 9 - Imagem representativa de uma microvaso canulado.

A - Artéria cerebral média canulada em cada extremidade com micropipetas de vidro e amarrada com
dois fios de sutura em cada uma das suas extremidades. B - Imagem ampliada mostrando a
determinagdo dos didmetros interno e externo da MCA medido por micrometro de video na tela.
Imagens fornecidas pelo Dr. Steven Brooks (LMVR-NIAID/NIH).

3.7.2 Medida da reatividade vascular em MCA isolada

Apds a canulagao, a MCA foi equilibrada a 80% da pressao arterial média do
camundongo para se aproximar da pressao de perfusao in vivo (aproximadamente
80mmHg). A reatividade das artérias isoladas foi avaliada em resposta a
concentragbes crescentes (com excegao de L-NAME, avaliada apenas na maior
concentragao) sequenciais das seguintes drogas:

- Metacolina (Methacholine - MCh; induz a produgao de NO através da ativagao
da eNOS), para avaliar vasodilatagido dependente do endotélio: 10° a 10 M;

- Nitroprussiato de sodio (Sodium nitroprusside - SNP; doador de NO), para
avaliar vasodilatagéo independente do endotélio: 10° a 10* M;

- Serotonina (Serotonin/5-hydroxytryptamine - 5-HT; potente vasoconstritor

cerebral), para avaliar a resposta constritora vascular: 10° a 10* M;
36



- N¥-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; inibidor da sintese de NO pela
NOS), para inibir a enzima NOS: 10-.

O diametro interno e externo de repouso para cada MCA foi medido antes da
incubagado com a droga. A mudanca no diametro interno e externo da MCA foi avaliada
de 30 segundos a 2 minutos apds a administragdo de cada droga ao superfusato. A
camara de microvaso foi lavada trés vezes e o tampao KH foi sempre substituido antes
de avaliar a reatividade vascular a uma nova droga. A mudanga no diametro foi medida
em micrdmetros e depois normalizada como variagcédo percentual a partir do didametro

basal do vaso.

3.8 Avaliacao ex vivo da producao de NO

Para avaliar a producdo de NO pelas artérias cerebrais isoladas de animais
controles (ndo infectados) e animais que desenvolveram MCE, o ensaio com 4,5-
diaminofluoresceina (4,5 diaminofluorescein, DAF-2; Cayman Chemical, Ann Harbor,

MI, USA), um detector fluorescente de NO, foi utilizado.

3.8.1 Coleta das artérias cerebrais

No sexto dia apos a infecgdo, camundongos infectados por PbA-GFP que
desenvolveram MCE foram anestesiados com isoflurano (4% para inducéo e 3% para
manutengado), eutanasiados e, entdo, imediatamente decapitados. Para posterior
isolamento das artérias cerebrais médias (MCAs), artérias cerebrais posteriores
(posterior cerebral arteries — PCAs) e artérias cerebrais anteriores (anterior cerebral
arteries — ACAs), o cérebro dos animais foi removido da caixa craniana e depositado
em tubos Falcon contendo 40mL de tamp&o Krebs-HEPES (tampao KH) a 4°C. Em
seguida, as MCAs, PCAs e ACAs foram dissecadas a partir de suas origens no circulo
de Willis se estendendo por todo o comprimento dos vasos. Os vasos foram medidos
sob um microscépio de dissecgao e seccionados em segmentos de 1mm com auxilio
de tesoura Vannas com lamina de 2.5mm para uma maior exposi¢do do endotélio
vascular. Em seguida, as artérias foram depositadas em tubo eppendorf contendo
1,5mL do tampédo KH e incubadas em termobloco a 37°C durante 30 minutos. O
mesmo procedimento foi realizado para coleta das MCAs, PCAs e ACAs de animais
controles (ndo infectados). O tampéo KH tinha a seguinte composicédo (mM): NaCl,
130; KCI, 4.7; KH2POg4, 1.18; MgSO4-7H20, 1.17; NaHCOs3, 14.9; Dextrose, 5.5;

37



CaNax Versenate (EDTA), 0.026; CaClz, 1.6 e HEPES, 10. O pH do tampéao foi

ajustado para 7.4.

3.8.2 Producao de NO por artérias cerebrais incubadas em tampao KH

No momento da realizacdo do ensaio DAF-2, o tampao KH no qual as artérias
cerebrais foram previamente incubadas foi descartado. Em seguida, MCAs, PCAs e
ACAs oriundas de animais controles ou de animais com MCE foram incubadas a 37°C
durante 10 minutos, de forma sequencial, nas solugdes abaixo:

1- Tampao KH + DAF-2 [5uM] (para verificar produg¢ao basal de NO);

2- Tampdo KH + DAF-2 [5uM] + MCh [10°M] (para verificar produgéo
estimulada de NO);

3- Tampéao KH + DAF-2 [5uM] + L-NAME [10*M] (para verificar produgao basal
de NO na presencga de inibidor de NOS);

4- Tamp3do KH + DAF-2 [5uM] + MCh [10-°M] + L-NAME [10*M] (para verificar
producédo estimulada de NO na presenga de inibidor de NOS).

Transcorrido o tempo da incubagédo com a solugéo 1, esta foi coletada (200 L)
e depositada em pocos previamente identificados de uma placa de poliestireno preta
(Fluotrac™ 200, Greiner Bio-One) mantida em banho de gelo. As artérias cerebrais
foram entdo incubadas com a solugao 2 também a 37°C durante 10 minutos e, em
seguida, a solugéo 2 foi coletada (200 uL) e colocada em outros pogos da placa. O
mesmo procedimento se repetiu até que todos os pools (MCAs, PCAs e ACAs) de
artérias cerebrais (cada pool oriundo de um unico animal) de animais controles ou de
animais com MCE fossem incubados em todas as quatro solugdes acima e essas
solugdes fossem em seguida depositadas na placa (sempre em volume de 200 uL). O
sinal de fluorescéncia em cada poco da placa foi lido por um leitor de placas
(VICTOR® Nivo™  Perkin Elmer) com excitagdo a 485 nm e deteccdo a 538 nm. As

concentracdes de NO foram calculadas como variagéo percentual a partir do baseline.

3.8.3 Producao de NO por artérias cerebrais incubadas em plasma

Para obtencdo de plasma, camundongos infectados por PbA-GFP que
desenvolveram MCE no sexto dia apds a infeccdo ou animais controles (n&o
infectados) foram anestesiados com isoflurano (4% para indugdo e 3% para
manutengao). Apds anestesia, o sangue do animal foi obtido por pungéo cardiaca

através do ventriculo esquerdo em EDTA e depositado em tubo eppendorf. As
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amostras foram imediatamente centrifugadas a 4°C (200 g durante 15 min) para a
coleta do plasma.

No momento da realizacdo do ensaio DAF-2, o tampao KH no qual as artérias
cerebrais foram previamente incubadas foi descartado. Em seguida, MCAs, PCAs e
ACAs oriundas de animais controles ou de animais com MCE foram incubadas a 37°C

durante 10 minutos nas solugdes abaixo de maneira sequencial:

1- Plasma controle + DAF-2 [5uM];

2- Plasma MCE + DAF-2 [5uM];

3- Plasma controle + DAF-2 [5uM] + MCh [10*M].

Transcorrido o tempo da incubagédo com a solugéo 1, esta foi coletada (200 L)
e depositada em pocos previamente identificados de uma placa de poliestireno preta
(Fluotrac™ 200, Greiner Bio-One) mantida em banho de gelo. As artérias cerebrais
foram entdo incubadas com a solugao 2 também a 37°C durante 10 minutos e, em
seguida, a solugéo 2 foi coletada (200 uL) e colocada em outros pogos da placa. O
mesmo procedimento se repetiu até que todos os pools (MCAs, PCAs e ACAs) de
artérias cerebrais (cada pool oriundo de um unico animal) de animais controles ou de
animais com MCE fossem incubados em todas as solugdes acima e essas solucoes
fossem em seguida depositadas na placa (sempre em volume de 200 uL). O sinal de
fluorescéncia em cada pogo da placa foi lido por um leitor de placas (VICTOR® Nivo™,
Perkin Elmer) com excitagdo a 485 nm e detec¢do a 538 nm. As concentragdes de

NO foram calculadas como variacéo percentual a partir do baseline.

3.9 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico
Prism 8.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Para analises de parasitemia, temperatura
corporal e medidas de fluxo sanguineo cerebral basal foi utilizado o teste t-Student
nao pareado. Avaliacdo da progressao temporal das temperaturas e parasitemias
entre diferentes grupos tratados foi realizada pelo teste Two-way ANOVA. Teste Two-
way ANOVA e teste t-Student com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para
analise de fluxo sanguineo cerebral antes e apds as intervengbes. A curva de
sobrevida foi analisada pelo teste Log-Rank (Mantel-Cox). One-way ANOVA e teste t-
Student com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para analise dos dados do

corante azul de Evans e do ELISA. Os dados gerados pelo ensaio DAF-2 foram
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analisados por teste Two-way ANOVA. A reatividade vascular da MCA foi analisada
por teste Two-way ANOVA para determinar o efeito de diferentes concentragdes de
MCh, 5-HT ou SNP em animais controles e animais com MCE. Analise da reatividade
vascular apos estimulo com MCh, 5-HT ou SNP na presenga de L-NAME foi realizada
por teste (-Student. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil da infecgao por Plasmodium berghei ANKA (PbA)

Durante o desenvolvimento deste estudo, foi utilizado um total de 1.095
camundongos C57BL/6, entre animais controles n&o infectados, infectados com PbA
e infectados com PbNK®65. E importante enfatizar que entre os animais infectados com
PbA (796 animais) nem todos foram efetivamente utilizados nos experimentos, isso
porque no sexto dia apds a infec¢do, quando a maioria dos camundongos desenvolve
a MCE, no momento em que foram checados, alguns (118 animais) ja estavam em
estagio mais avangado da sindrome neurologica (temperaturas abaixo de 31°C, fora
da faixa ideal estabelecida como critério para tratamento - entre 31 e 36°C), tendo que

ser, assim, submetidos a eutanasia.

4.2 Animais com MCE apresentam queda acentuada de fluxo sanguineo

cerebral

Animais que desenvolveram MCE no sexto dia apds infeccdo apresentaram
queda significativa no fluxo sanguineo cerebral basal quando comparados a animais
controles nao infectados (Figura 10 A). Nas imagens geradas pelo LSCI & possivel
observar de maneira bastante clara a acentuada diminuigdo no fluxo sanguineo
cerebral dos animais com MCE (Figura 10 D e E) em relag&o aos controles (Figura 10
B e C).
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Figura 10 - Fluxo sanguineo cerebral basal de animais controles ndo infectados e animais com
MCE.

A - Fluxo sanguineo cerebral de animais controles (n=8) e animais com MCE (n=9). Teste t ndo pareado
bicaudal foi utilizado para a analise estatistica dos dados. O fluxo sanguineo cerebral basal foi
significativamente menor em animais que desenvolveram MCE quando comparados ao grupo controle
nao infectado (P=0.0004). B e C - Imagens representativas do fluxo sanguineo cerebral basal de dois
camundongos do grupo controle nZo infectado. D e E - Imagens representativas do fluxo sanguineo
cerebral basal de animais com MCE. UPA, unidades de perfusdo arbitrarias; MCE, Malaria cerebral
experimental.
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4.3 Efeito da terapia adjuvante com L-arginina sobre a MCE

4.3.1 L-arginina induz aumento transiente de fluxo sanguineo cerebral em

associacao com artesunato

Nés haviamos demonstrado anteriormente que L-arginina, por si s6, era capaz
de induzir um aumento de fluxo sanguineo cerebral em animais com MCE uma hora
apos a administragao (Moreira AS, dissertagdo de mestrado). Nos perguntamos entéo
se, no contexto do tratamento com antimalarico (artesunato), esse beneficio também
ocorreria e se poderia ser prolongado.

Assim, no sexto dia apds a infeccéo, animais que desenvolveram MCE foram
selecionados para o experimento e tratados aleatoriamente com artesunato mais
salina ou L-arginina. Apds 1, 3 e 6 horas do tratamento, os animais foram anestesiados
e submetidos a medidas de fluxo sanguineo cerebral durante 20 minutos pelo LSCI.
Como pode ser observado na figura 11, animais com MCE tratados com artesunato
mais L-arginina apresentaram um aumento no fluxo sanguineo cerebral uma hora
apo6s a intervengao quando comparados aos animais com MCE antes do tratamento.
Além disso, o fluxo sanguineo cerebral do grupo tratado com artesunato combinado
com L-arginina foi significativamente maior do que o fluxo do grupo que recebeu
artesunato mais salina, e ndo foi diferente do fluxo de animais controles n&o
infectados. No entanto, a melhora do fluxo sanguineo apds o tratamento com L-
arginina foi transiente, visto que o fluxo sanguineo cerebral retornou aos niveis pré-
tratamento 3 e 6 horas apo6s a intervencao e nao foram diferentes dos animais que

receberam artesunato mais salina.
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Figura 11 - Fluxo sanguineo cerebral em camundongos com MCE tratados com artesunato mais
salina ou L-arginina.

As medidas de fluxo sanguineo cerebral foram realizadas em grupos independentes de animais 1, 3 e
6 horas ap6s o tratamento com artesunato mais salina ou L-arginina, e sdo mostrados como barras nas
figuras (n= 4 a 8 animais por grupo). A média + desvio padrdo do fluxo sanguineo cerebral de
camundongos controles néo infectados e camundongos com MCE néo tratados sdo mostrados como
linhas pontilhadas (média) e caixas horizontais coloridas (desvio padréo; verde claro para controles néo
infectados e vermelho claro para camundongos com MCE nao tratados), para permitir a comparagéo
ao longo dos timepoints. Comparagdes foram feitas entre os grupos tratados (artesunato mais salina x
artesunato mais L-arginina) em cada timepoint. Teste Two-way ANOVA e teste t-Student com corregéo
Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Animais tratados com artesunato
mais L-arginina apresentaram fluxo sanguineo cerebral maior do que animais tratados com artesunato
mais salina 1 hora ap6s a intervengao (P=0.0262). Nao houve diferenga entre os grupos nos timepoints
3 e 6 horas. UPA, unidades de perfusdo arbitrarias; MCE, malaria cerebral experimental; AS,
artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina.

4.3.2 Terapia adjuvante com L-arginina nao afeta a permeabilidade da barreira

hematoencefalica em animais com MCE

Animais que desenvolveram MCE no sexto dia apds a infecgdao foram
selecionados para o estudo e aleatoriamente tratados com artesunato combinado com
salina ou L-arginina (50mg/kg). Cinco horas apo6s o tratamento, os animais receberam
o corante azul de Evans por via intravenosa. Apos uma hora de circulagao do corante,
os animais foram submetidos a eutanasia e tiveram o cérebro coletado. Animais que
desenvolveram MCE apresentaram aumento significativo no extravasamento do
corante azul de Evans para o tecido cerebral quando comparados ao grupo controle
nao infectado, indicando quebra da barreira hematoencefalica. O tratamento com
artesunato mais salina ou L-arginina n&o teve qualquer efeito sobre a intensidade de
extravasamento do corante (Figura 12 A) 6 horas apos o tratamento. Nao foram
observadas diferengas significativas no peso do cérebro dos animais com MCE antes

ou apods os tratamentos quando comparados ao grupo controle ndo infectado (Figura
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12 B). A parasitemia dos animais diminuiu seis horas apdés o tratamento com
artesunato mais salina ou L-arginina (Figura 12 C). No entanto, ndo houve diferenca

nas parasitemias quando comparamos os diferentes grupos tratados.
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Figura 12 - Permeabilidade da barreira hematoencefalica, peso do cérebro e parasitemia antes e
apos tratamento com artesunato mais salina ou L-arginina.

A- Concentragdo do corante azul de Evans extravasado para o parénquima cerebral de animais com
MCE antes e ap6s tratamento. Teste One-way ANOVA com pos-teste Kruskall-Wallis e teste t-Student
com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Permeabilidade
vascular aumentada (maior concentragdo do corante azul de Evans no tecido cerebral) foi observada
em animais com MCE nao tratados (n=14; P<0.0001), tratados com artesunato mais salina (n=15;
P=0.0002) ou L-arginina (n=10; P= 0.0007) quando comparados ao grupo controle ndo infectado
(n=15). Nao foram observadas diferencgas significativas entre os grupos infectados tratados ou ndo. B
- Peso do cérebro de animais controles ndo infectados e animais com MCE antes e apos o tratamento
com artesunato mais salina ou L-arginina. Teste One-way ANOVA com pos-teste Kruskall-Wallis e teste
t-Student com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Nao houve
diferenga significativa no peso do cérebro entre os grupos. C - Efeito do tratamento com artesunato
sobre a parasitemia de animais com MCE tratados com artesunato mais salina ou L-arginina. Teste
Two-way ANOVA foi utilizado para a andlise estatistica dos dados. O tratamento com artesunato
reduziu em aproximadamente 40% a parasitemia dos animais nos dois grupos apds 6 horas do
tratamento (P < 0.0001). Um total de 4 experimentos foi realizado para obtengao dos resultados. MCE,
malaria cerebral experimental; AS, artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina.

4.3.3 Determinagao dos niveis de GMPc no tecido cerebral

No sexto dia de infecgao, animais que desenvolveram MCE foram tratados com
salina ou L-arginina, tiveram os cérebros coletados (1 hora apds o tratamento),
processados e os niveis de GMPc foram determinados por ELISA. As concentragdes
de GMPc no tecido cerebral ndo foram diferentes quando comparamos o grupo
controle ndo infectado e os grupos de animais com MCE tratados com salina ou com

L-arginina (Figura 13).
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Figura 13 - Niveis de GMPc no tecido cerebral de animais com MCE apés tratamento com L-
arginina.

Niveis de GMPc foram determinados no cérebro de animais com MCE tratados com salina ou L-
arginina. Teste One-way ANOVA e teste t-Student com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para
a anadlise estatistica dos dados. Nao houve diferenga nos niveis de GMPc (P=0.4583) quando
comparados animais controles (n=12), animais com MCE tratados com salina (n= 12) ou L-arginina (n=
12).

4.3.4 Terapia adjuvante com L-arginina aumenta a sobrevida de animais com

MCE

Animais que desenvolveram MCE foram selecionados para o estudo e tratados
aleatoriamente com artesunato (32mg/kg) combinado com salina ou combinado com
L-arginina (50mg/kg em salina). Na figura 14 & possivel observar que o grupo que
recebeu artesunato mais L-arginina apresentou uma sobrevida significativamente
maior (70%) do que o grupo tratado com artesunato mais salina (49%). As
temperaturas e parasitemias dos animais no primeiro dia de tratamento n&o foram
diferentes entre os grupos (Figura 15 A e B), confirmando que os grupos eram
clinicamente homogéneos, e os animais estavam em estagios semelhantes de
acometimento neuroldgico. A figura 16 mostra a porcentagem de parasitemia (Figura
16 A) e a temperatura (Figura 16 B) dos animais ao longo do tempo de tratamento.
Podemos verificar que a parasitemia dos camundongos foi reduzida aproximadamente
a metade em até 48 horas do inicio do tratamento e continuou diminuindo durante o
tempo do experimento, enquanto a temperatura aumentou no mesmo periodo. Apesar
das diferencgas significativas nas parasitemias e temperaturas ao longo do tempo, n&o
houve diferenga nesses parametros quando comparamos os grupos tratados (Figura
16).
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Figura 14 - Sobrevida cumulativa de animais com MCE submetidos a tratamento com artesunato
mais salina ou L-arginina.

Animais que desenvolveram MCE foram tratados com artesunato mais salina (n=55) ou artesunato
mais L-arginina (n=55). Foi utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox) para a analise estatistica dos
dados. O grupo que recebeu artesunato mais L-arginina apresentou uma sobrevida significativamente
maior quando comparado ao grupo que recebeu artesunato mais salina (P=0.0191). A melhor
performance do grupo tratado com artesunato mais L-arginina foi consistente nos 4 experimentos. AS,
artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina.
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Figura 15 - Parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com MCE tratados com
artesunato mais salina (n=55) ou artesunato mais L-arginina (n=55) no primeiro dia de
tratamento.

Teste t ndo pareado bicaudal foi utilizado para a analise estatistica dos dados. Nao houve diferenca

significativa na parasitemia (P=0.2176) ou temperatura (P= 0.2235) entre os grupos no primeiro dia de
tratamento. AS, artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina.
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Figura 16 - Progressao temporal da parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com
MCE tratados com artesunato mais salina (n=55) ou artesunato mais L-arginina (n=55).

Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados. Houve uma diminuigao
significativa na parasitemia (P<0,0001) e um aumento significativo na temperatura (P<0,0001) dos
animais ao longo do tempo de tratamento, no entanto ndo houve diferenga dessas duas variaveis entre
os grupos tratados. AS, artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina.

4.3.5 Efeito da terapia adjuvante com o composto hibrido ART-NONO em

animais com MCE

O objetivo da suplementacdo com L-arginina em animais com MCE € o de
restaurar a producao endoégena de NO, restaurando a fungdo vascular. Em linha com
essa estratégia, buscamos avaliar o efeito de um composto hibrido contendo um

derivado de artemisinina com um doador de NO (denominado ART-NONO). Esse é
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um dos compostos desenvolvidos por nosso grupo em parceria com o0 grupo de
quimica medicinal da Universidade de Turim, Italia (BERTINARIA et al., 2015 e
patente concedida). Em estudo anterior, foi demonstrado um beneficio de um outro
composto hibrido na sobrevida de animais com MCE (BERTINARIA et al., 2011). O
composto que decidimos utilizar no presente estudo (ART-NONO) apresentou uma
atividade vasodilatadora superior ao do composto anterior e, portanto, avaliou-se que
o efeito de ART-NONO na sobrevida poderia ser também superior. Assim, animais
qgue desenvolveram MCE foram selecionados para o estudo e tratados aleatoriamente
com artesunato ou o composto hibrido ART-NONO. Ao contrario do esperado, animais
que receberam somente artesunato apresentaram uma sobrevida maior (53%) do que
aqueles tratados com ART-NONO (24%) (Figura 17), apesar de esses ultimos terem
apresentado temperaturas retais mais elevadas no momento em que receberam o
tratamento (Figura 18 B). Entretanto, ao analisar a evolugdo da parasitemia pos-
tratamento, observou-se que a eficacia do ART-NONO foi muito inferior a do
artesunato, inclusive com um aumento da parasitemia nas primeiras 24 horas (Figura
19 A), e isso se refletiu também em uma recuperagao mais lenta da temperatura retal
(Figura 19 B). Isso explica a menor sobrevida no grupo de animais que recebeu ART-
NONO, pois para que haja o efeito adjuvante do NO & condi¢c&do fundamental a eficacia
adequada do antimalarico, o que nao ocorreu. Assim, esses dados levantam duvidas
com relagéo a estabilidade do composto devido ao intervalo entre a sintese na ltalia,
0 envio e a realizag&do do ensaio, e indicam a necessidade de se repetir o experimento

com um novo lote com estabilidade assegurada.
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Figura 17 - Sobrevida cumulativa de animais com MCE submetidos a tratamento com artesunato
ou ART-NONO.

Animais que desenvolveram MCE foram tratados com artesunato (n=17) ou ART-NONO (n=17). Foi
utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox) para a analise estatistica dos dados. Apesar de a diferenga
nao ser significante, a baixa sobrevida do grupo ART-NONO fez com que fosse tomada a decisao de
ndo seguir adiante com essa abordagem. Abaixo do grafico de sobrevida encontra-se a estrutura
quimica do artesunato (esquerda) e a do composto ART-NONO (direita). ART, artesunato; ART-NONO,
artemisinina-doador de NO.
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Figura 18 - Parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com MCE tratados com

artesunato (n=17) ou ART-NONO (n=17) no primeiro dia de tratamento.

Teste t ndo pareado bicaudal foi utilizado para a analise estatistica dos dados. Ndo houve diferenca
significativa na parasitemia (P=0.6717) quando comparamos animais com MCE tratados com
artesunato e aqueles que receberam ART-NONO no primeiro dia de tratamento. No entanto, animais
tratados com ART-NONO apresentaram temperaturas significativamente mais elevadas do que animais
que receberam apenas artesunato (P=0.0105) no primeiro dia de tratamento. ART, artesunato; ART-

NONO, artemisinina-doador de NO.
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Figura 19 - Progressao temporal da parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com
MCE tratados com artesunato (n=17) ou ART-NONO (n=17).

Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados. Houve uma diminuigao
significativa na parasitemia dos animais dias apos a primeira dose do tratamento (P<0.0001). No
entanto, animais tratados somente com artesunato apresentaram uma redugao mais rapida e mais
intensa na parasitemia quando comparados aos animais que receberam ART-NONO (P=0.0245).
Aumento significativo na temperatura dos animais foi observado apds o primeiro dia do tratamento
(P<0.0001). Animais tratados apenas com artesunato apresentaram recuperagdo mais rapida da

temperatura do que os animais que receberam ART-NONO (P=0.0036). ART, artesunato; ART-NONO,
artemisinina-doador de NO.

55



4.4 Efeito da terapia adjuvante com ozagrel sobre a MCE

Em nossos estudos anteriores, haviamos demonstrado que, assim como a L-
arginina, a administracdo de um inibidor da tromboxano sintase, o ozagrel, induzia
aumento de fluxo sanguineo cerebral em animais com MCE (Moreira AS, dissertagcéo
de mestrado). Assim, procedemos a uma exploragdo mais detalhada do efeito dessa

intervencdo na MCE.

4.4.1 Administracdao de ozagrel depleta tromboxano Az (TXA2) no cérebro de

animais com MCE

Alguns animais com MCE apresentaram niveis muito elevados de TXB:
(metabolito estavel de TXAz2) no cérebro, mas na média os niveis n&o foram diferentes
dos niveis basais observados em animais controles ndo infectados (Figura 20). O
tratamento com ozagrel, mas ndo com salina, levou a uma acentuada diminuicéo,
superior a 80%, dos niveis cerebrais de TXA2 nos animais com MCE (Figura 20).
Esses dados, associados aos anteriores de fluxo sanguineo cerebral, indicam que,
mesmo que um aumento de TXA2 ndo ajude a explicar o processo vasoconstritivo em
animais com MCE, a inibicdo da produc¢ao basal de TXA2 € uma intervencao eficaz

em reverter a isquemia nessa sindrome neuroldgica.
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Figura 20 - Concentragdes de TXA:z(determinadas pela quantificacdo do seu derivado, TXB2) em
cérebro de animais com MCE antes e apos tratamento com ozagrel.

Determinagcao das concentragdes de TXB:2 (metabdlito estavel de TXA2) no cérebro de animais
controles nao infectados, de animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE
(infectados por PbA) antes e apos 1 hora do tratamento com salina ou ozagrel. Teste One-way ANOVA
e teste t-Student com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados.
N&o foram observadas diferencas nos niveis de TXB2 quando comparados animais controles ndo
infectados (n=11) e aqueles com MCE antes (n=12) ou apos intervengédo com salina (n=13). Animais
com MNC (n=12) apresentaram aumento nas concentragdes cerebrais de TXB2 quando comparados a
animais controles nédo infectados (P=0.0225). Queda significativa nos niveis de TXB2 foi observada no
cérebro de animais tratados com ozagrel (n=13) quando comparados ao grupo MCE antes (P=0.0001)
ou apos intervengdo com salina (P=<0.0001). MNC, malaria ndo cerebral; MCE, malaria cerebral
experimental; TXBz, tromboxano B2; SAL, salina; OZA, ozagrel - inibidor da enzima tromboxano sintase.

4.4.2 Terapia adjuvante com ozagrel ndo afeta a permeabilidade da barreira

hematoencefalica em animais com MCE

Animais que desenvolveram MCE no sexto dia apds a infecgdo foram
selecionados para o estudo e aleatoriamente tratados com artesunato combinado com
salina ou ozagrel (100mg/kg). Cinco horas apos o tratamento, os animais receberam
o corante azul de Evans por via intravenosa. Apos uma hora de circulagao do corante,
os animais foram submetidos a eutanasia e tiveram o cérebro coletado. Como
observado anteriormente no tratamento com L-arginina, animais que desenvolveram
MCE apresentaram aumento significativo no extravasamento do corante azul de
Evans para o tecido cerebral quando comparados ao grupo controle n&o infectado,
indicando quebra da barreira hematoencefalica, e o tratamento com artesunato mais
salina ou ozagrel ndo teve qualquer efeito sobre a intensidade de extravasamento do

corante (Figura 21 A) 6 horas apods o tratamento. N&o foram observadas diferengas
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significativas no peso do cérebro dos animais com MCE antes ou ap6s os tratamentos
quando comparados ao grupo controle ndo infectado (Figura 21 B). A parasitemia dos
animais diminuiu seis horas apods o tratamento com artesunato mais salina ou ozagrel
(Figura 21 C). No entanto, n&o houve diferenga nas parasitemias quando comparamos

os diferentes grupos tratados.
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Figura 21 - Permeabilidade da barreira hematoencefalica, peso do cérebro e parasitemia antes e
apos tratamento com artesunato mais salina ou ozagrel.

A- Concentragdo do corante azul de Evans extravasado para o parénquima cerebral de animais com
MCE antes e ap6s tratamento. Teste One-way ANOVA com pos-teste Kruskall-Wallis e teste t-Student
com correcdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Aumentada
permeabilidade vascular (maior concentragdo do corante azul de Evans no tecido cerebral) foi
observada em animais com MCE n&o tratados (n=14; P<0.0001), tratados com artesunato mais salina
(n=15; P=0.0002) ou ozagrel (n= 8; P= 0.0003) quando comparados ao grupo controle nao infectado
(n=15). Nao foram observadas diferencgas significativas entre os grupos infectados tratados ou ndo. B
- Peso do cérebro de animais controles ndo infectados e animais com MCE antes e apos o tratamento
com artesunato mais salina ou ozagrel. Teste One-way ANOVA com pos-teste Kruskall-Wallis e teste
t-Student com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. N&o houve
diferenga significativa no peso do cérebro entre os grupos. C - Efeito do tratamento com artesunato
sobre a parasitemia de animais com MCE tratados com artesunato mais salina ou ozagrel. Teste Two-
way ANOVA foi utilizado para a andlise estatistica dos dados. O tratamento com artesunato reduziu em
aproximadamente 40% a parasitemia dos animais nos dois grupos apés 6 horas do tratamento (P <
0.0001). Um total de 4 experimentos foi realizado para obtengéo dos resultados. MCE, malaria cerebral
experimental; AS, artesunato; SAL, salina; OZA, ozagrel.

4.4.3 Efeito da terapia adjuvante com ozagrel na sobrevida de animais com
MCE

Animais que desenvolveram MCE foram selecionados para o estudo e tratados
aleatoriamente com artesunato combinado com salina ou com ozagrel (100mg/kg em
salina). A figura 22 sugere a ocorréncia de uma sobrevida maior no grupo que recebeu
artesunato mais ozagrel (75%) comparado ao grupo tratado com artesunato mais
salina (50%). Entretanto, esses dados foram inconclusivos, pois 0 n amostral nesse
experimento unico ndo permitiu determinar se a diferengca é de fato verdadeira (P=
0.2434). Além disso, a temperatura retal dos animais no grupo tratado com artesunato
mais ozagrel indica que esses animais podiam estar ligeiramente em melhores
condigdes clinicas que os do grupo que recebeu artesunato mais salina (P= 0.0703)

(Figura 23 B). A figura 24 mostra a porcentagem de parasitemia (Figura 24 A) e a
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temperatura (Figura 24 B) dos animais ao longo do tempo de tratamento. A
parasitemia diminuiu para menos da metade 24 horas apds o inicio do tratamento e
estava praticamente zerada no tempo de 48 horas, enquanto as temperaturas
aumentaram nesse mesmo periodo. Ndo houve diferenga significativa quando
comparamos as parasitemias dos animais tratados com artesunato mais salina com
aqueles que receberam artesunato mais ozagrel. No entanto, animais tratados com
artesunato mais ozagrel apresentaram uma melhora mais rapida na temperatura
corporal (48 horas apds o inicio do tratamento) quando comparados aqueles que
receberam artesunato mais salina.

O experimento chegou a ser repetido, mas um problema no nosso termdémetro
retal ndo permitiu definir com seguranga o momento adequado para o tratamento e foi
interrompido. Nao houve tempo para corrigir o problema e conduzir outros

experimentos e, assim, esses dados precisam ainda de confirmacao.
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Figura 22 - Sobrevida cumulativa de animais com MCE submetidos a tratamento com artesunato
mais salina ou ozagrel.

Animais que desenvolveram MCE foram tratados com artesunato mais salina (n=8) ou artesunato mais
ozagrel (n=16). Foi utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox) para a andlise estatistica dos dados. O
grupo que recebeu artesunato mais ozagrel apresentou uma sobrevida maior (75%; apesar de nao ser
estatisticamente significante-P=0.2434) quando comparado ao grupo que recebeu artesunato mais
salina (50%). AS, artesunato; SAL, salina; OZA, ozagrel.
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Figura 23 - Parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com MCE tratados com
artesunato mais salina (n=8) ou artesunato mais ozagrel (n=16) no primeiro dia de tratamento.
Teste t ndo pareado bicaudal foi utilizado para a analise estatistica dos dados. Nao houve diferenca
significativa na parasitemia (P=0.6300) ou temperatura (0.0703) entre os grupos no primeiro dia de
tratamento. AS, artesunato; SAL, salina; OZA, ozagrel.
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Figura 24 - Progressao temporal da parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com
MCE tratados com artesunato mais salina (n=8) ou artesunato mais ozagrel (n=16).

Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados. Houve uma diminuigao
significativa na parasitemia (P<0.0001) e um aumento significativo na temperatura (P<0.0001) dos
animais em relagéo ao tempo de tratamento. Nao houve diferenga nas parasitemias entre os diferentes
grupos tratados. No entanto, o grupo que recebeu artesunato mais ozagrel apresentou um aumento
significativo (P= 0.0025) na temperatura corporal principalmente nas primeiras 48h apos o inicio do
tratamento quando comparado ao grupo tratado com artesunato mais salina. AS, artesunato; SAL,
salina; OZA, ozagrel.

4.5 Determinacgao dos niveis de eicosanoides no tecido cerebral

Metabdlitos do acido araquidénico possuem importante papel na regulagao do
tbnus vascular no sistema nervoso central. Uma vez que animais com MCE
apresentam um processo vasoconstritivo (CABRALES et al., 2010), nés perguntamos

se uma eventual desregulagdo dos niveis de alguns eicosanoides poderia estar
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associada a esse processo. Para tal, avaliamos por ELISA os niveis de eicosanoides
selecionados no cérebro de animais com MCE e comparamos com animais controles
nao infectados e também com animais infectados por uma cepa de Plasmodium
berghei (PbNK65) que ndo causa malaria cerebral (grupo denominado de ‘malaria n&o
cerebral’, MNC). Animais controles e animais dos grupos MCE e MNC tiveram seus
cérebros coletados no sexto dia apos a infecgdo, processados e entdo foram
determinadas as concentra¢des de dois dos principais eicosanoides vasoconstritores
(TXA2 e 20-HETE - foi feito o ensaio também com LTB4, mas os valores ficaram fora
da curva padrdao e ndo foi possivel determinar as concentragbes), de dois dos
principais vasodilatadores (14,15-EET e PGE>), além dos niveis de 14,15-DHET (que
mensura catabolismo aumentado de 14,15-EET, indicando decréscimo da atividade
vasodilatadora do mesmo) e 8-isoprostanos (um potente vasoconstritor, resultante de
metabolismo oxidativo ndo enzimatico do acido araquiddnico, e que indica ambiente
pré-oxidante). Os niveis desses metabdlitos também foram avaliados em animais com
MCE tratados com drogas inibidoras especificas: niveis de TXA2, PGE. e 8-
isoprostanos em animais tratados com ozagrel (inibidor de tromboxano sintase), niveis
de 20-HETE em animais tratados com HET0016 (inibidor de CYP4A), niveis de 14,15-
EET e 14,15-DHET em animais tratados com AUDA (inibidor de epoxido hidrolase
soluvel).

Como descrito acima, os niveis de TXA2 no cérebro ndo se mostraram
alterados em animais com MCE, mas de qualquer maneira o tratamento com ozagrel
levou a uma queda acentuada dos niveis desse metabdlito no cérebro de animais com
a sindrome neurolodgica (Figura 20).

Animais com MCE apresentaram aumento marcante nos niveis de 20-HETE
quando comparados aos animais controles nao infectados e animais com MNC
(Figura 25 A). A administragdo de HETO0016 levou a uma redugdo importante dos
niveis de 20-HETE uma hora apés a administragao (Figura 25 B). Nesse experimento,
o veiculo utilizado foi etanol+polietilenoglicol+salina (2:2:6 [v/v]), que ndo interferiu
com os niveis de 20-HETE. De maneira interessante, em um primeiro experimento, a
diluicdo da droga foi feita com veiculo contendo 5% de DMSO em salina, e esse

veiculo levou a uma drastica redugéo dos niveis de 20-HETE (Figura 25 A).
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Figura 25 - Concentragoes de 20-HETE em cérebro de animais com MCE antes e ap6s tratamento

com HETO0016.
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A - Determinacgao das concentragdes de 20-HETE no cérebro de animais controles nao infectados, de
animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e apds
1 hora do tratamento com DMSO mais salina ou HET0016. Teste One-way ANOVA e teste {-Student
com correcdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Os niveis do
eicosanoide vasoconstritor 20-HETE foram significativamente maiores em animais que desenvolveram
MCE (n=7) quando comparados a animais controles nédo infectados (n=9; P=0.0021) e animais que
desenvolveram MNC (n=13; P=0.0024). Os niveis de 20-HETE em animais com MCE diminuiram apds
intervengao com veiculo (DMSO+salina; n=9) ou com HET0016 (dissolvido em DMSO+salina; n=9)
quando comparados aos niveis de 20-HETE em animais com MCE antes do tratamento (P=0.0003 e
0,0002, respectivamente). B - Determinagao das concentragées de 20-HETE no cérebro de animais
controles nao infectados e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e apds 1 hora do tratamento
com etanol mais polietilenoglicol mais salina ou HET0016. Teste One-way ANOVA e teste t-Student
com corregdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Os niveis de 20-
HETE foram significativamente maiores em animais com MCE antes (n=10) e apés intervengdo com
veiculo (etanol + polietilenoglicol + salina, n=11) quando comparados aos niveis em animais controles
ndo infectados (n= 8; P=0.0005 e 0.0001, respectivamente). Os niveis de 20-HETE foram
significativamente reduzidos em animais tratados com HET0016 (dissolvido em etanol + polietilenoglicol
+ salina; n=12) quando comparados ao grupo com MCE ap6s a intervengédo com veiculo (P=0.0156).
MNC, malaria nao cerebral; MCE, malaria cerebral experimental; 20-HETE, 20-
hydroxyeicosatetraenoic acid; DMSO, dimethyl sulfoxide; ETA, etanol; PEG, polietilenoglicol; SAL,
salina; HET0016, inibidor da producao de 20-HETE.

Animais com MCE, assim como animais com MNC, apresentaram uma queda
nos niveis de 14,15-EET no cérebro em relagdo a controles nao infectados (Figura

26). A administracdo de AUDA nao resultou em alteracao significativa dos niveis de

EET em animais com MCE, em relagdo a animais tratados com o veiculo.
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Figura 26 - Concentragoes de 14,15-EET em cérebro de animais com MCE antes e apoés
tratamento com AUDA.

Determinagao das concentragdes de 14,15-EET no cérebro de animais controles ndo infectados, de
animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e apds
1 hora do tratamento com etanol mais polietilenoglicol mais salina ou AUDA. Teste One-way ANOVA e
teste t-Student com correcdo Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados.
Animais com MCE (n=11) e animais com MNC (n=9) apresentaram queda nos niveis de 14,15-EET no
cérebro quando comparados ao grupo controle ndo infectado (n=8; P=0.0259 e P<0.0001,
respectivamente). AUDA n&o alterou significativamente os niveis de 14,15-EET em animais com MCE
quando comparados ao grupo que recebeu apenas o veiculo. MNC, malaria nao cerebral; MCE, malaria
cerebral experimental; 14,15-EET, 14,15-epoxy-5Z,8Z,11Z-eicosatrienoic acid; ETA, etanol; PEG,
polietilenoglicol; SAL, salina; AUDA, inibidor da enzima epoxido hidrolase soluvel.
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De maneira contraria a 14,15-EET, os niveis de 14,15-DHET estavam
aumentados no cérebro de animais com MCE quando comparados ao grupo MNC
(Figura 27). Nos procuramos avaliar o efeito da administracdo de AUDA (inibidor da
epoxido hidrolase soluvel, responsavel pela conversdo de EET em DHET) também
nos niveis de 14,15-DHET. Em um primeiro experimento, utilizando como veiculo
DMSO 5% em salina, de maneira semelhante ao ocorrido no experimento com
HET0016, observou-se uma drastica redugao dos niveis de 14,15-DHET tanto nos
animais que receberam AUDA quanto naqueles que receberam apenas o veiculo
(Figura 27). Assim, conduzimos um segundo experimento utilizando como veiculo
etanol+polietilenoglicol+salina (2:2:6 [v/v]), entretanto nesse experimento os valores
de absorbancia no ELISA ficaram fora dos limites da curva padrao e nao foi possivel

determinar o efeito do tratamento com AUDA sobre os niveis de 14,15-DHET.
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Figura 27 - Concentragoes de 14,15-DHET em cérebro de animais com MCE antes e apoés
tratamento com AUDA.

Determinacao das concentragdes de 14,15-DHET no cérebro de animais controles nio infectados, de
animais com MNC (infectados por PONK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e apds
1 hora do tratamento com DMSO mais salina ou AUDA. Teste One-way ANOVA e teste {-Student com
corregao Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Animais com MCE (n=6)
apresentaram niveis de 14,15-DHET no cérebro maiores do que no grupo MNC (n=5; P=0.0173). Os
niveis cerebrais de 14,15-DHET diminuiram em animais com MCE tratados com veiculo (DMSO+salina;
n=9) ou com AUDA (dissolvido em DMSO+salina; n=7) quando comparados aos niveis de 14,15-DHET
em animais com MCE antes do tratamento (P=0.0008 e 0.0012, respectivamente). MNC, malaria ndo
cerebral; MCE, malaria cerebral experimental; 14,15-DHET, 14, 15-dihydroxy-5Z,8Z, 11Z-eicosatrienoic
acid; DMSO, dimethyl sulfoxide; SAL, salina; AUDA, inibidor da enzima epoxido hidrolase soluvel.

Ja os niveis de PGE> estavam aumentados no cérebro de animais com MNC
quando comparados ao grupo controle n&o infectado e também em relagdo ao grupo

MCE (Figura 28). N6s observamos previamente que o tratamento de animais com
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MCE com ozagrel, um inibidor de tromboxano sintase, causava deplecdo de TXA:.
Uma vez que tanto a tromboxano sintase quanto a PGE sintase utilizam como
substrato a PGH:, derivada do metabolismo de AA pela cicloxigenase (Figura 2) nos
perguntamos se a inibicdo da sintese de TXA:> pelo ozagrel poderia impactar na
geracéao de PGE>, pelo suposto aumento da disponibilidade de PGHa. Entretanto, isso
ndo ocorreu, os niveis de PGE2 em animais com MCE tratados com ozagrel ndo foram
diferentes daqueles observados em animais que receberam apenas o veiculo (salina)
(Figura 28).
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Figura 28 - Concentragoes de PGE2 em cérebro de animais com MCE antes e apos tratamento
com ozagrel.

Determinacgao das concentragdes de PGE2 no cérebro de animais controles nao infectados, de animais
com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e apds 1 hora
do tratamento com salina ou ozagrel. Teste One-way ANOVA e teste {-Student com corregao Mann-
Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Animais com MNC (n=6) apresentaram
niveis aumentados do potente vasodilatador PGE2 no tecido cerebral quando comparados ao grupo
MCE (n=9; P=0.0176) e a controles n&o infectados (n= 9; P= 0.0496). Nao foram observadas diferengas
nos niveis de PGE2 no cérebro de animais com MCE tratados com ozagrel (n=5) quando comparados
ao grupo que recebeu apenas veiculo (n=5). MNC, malaria ndo cerebral; MCE, malaria cerebral
experimental; PGE2, prostaglandina E2; SAL, salina; OZA, ozagrel - inibidor da enzima tromboxano
sintase.

Os niveis de 8-isoprostanos encontravam-se aumentados tanto em animais
que desenvolveram MCE quanto em animais com MNC, quando comparados ao
grupo controle (Figura 29). Nés perguntamos novamente se o tratamento com ozagrel
poderia influenciar nos niveis de 8-isoprostanos em animais com MCE e, de fato, o
tratamento com ozagrel levou a uma diminuicdo dos niveis desse metabdlito no

cérebro (Figura 29).
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Figura 29 - Concentragdes de 8- isoprostanos em cérebro de animais com MCE antes e apds
tratamento com ozagrel.

Determinacdo das concentragbes de 8-isoprostanos no cérebro de animais controles ndo infectados,
de animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e
apo6s 1 hora do tratamento com ozagrel. Teste One-way ANOVA e teste t-Student com corregdo Mann-
Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados. Os niveis de 8-isoprostanos estavam
aumentados em animais com MCE (n=17) e animais com MNC (n=21) quando comparados ao grupo
controle nao infectado (n=15; P=0.0402 e P=0.0024, respectivamente). O tratamento dos animais que
desenvolveram MCE com ozagrel (n=5) diminuiu os niveis cerebrais de 8-isoprostanos quando
comparados aos animais com MCE antes do tratamento (P=0.0477). MNC, malaria n&o cerebral; MCE,
malaria cerebral experimental; OZA, ozagrel - inibidor da enzima tromboxano sintase.

Esses resultados indicam que animais com MCE apresentam, de fato, um perfil
de metabolismo de AA pendendo para um desbalang¢o que favorece a produgao de
eicosanoides vasoconstritores (20-HETE, 14,15-DHET, 8-isoprostanos), em
detrimento da produgéo dos eicosanoides vasodilatadores (PGE>, 14,15-EET), o que
poderia contribuir para isquemia tecidual, hipdxia e, consequentemente, levar a morte
nessa sindrome neuroldgica. Indicam também que tratamentos com drogas inibidoras
de enzimas relacionadas as vias de metabolismo do AA, administradas
sistemicamente, podem interferir na producdao desses metabdlitos no cérebro,
tornando-se assim, além de ferramentas uteis para estudo dos mecanismos de
patogenia, drogas com potencial terapéutico na malaria cerebral. O efeito de ozagrel,
inibindo a producédo de TXA2 (e também de 8-isoprostanos) e, concomitantemente,
levando a um aumento substancial do fluxo sanguineo cerebral em animais com MCE,

sugere que esse potencial pode ser explorado.
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4.6 Avaliagcao ex vivo da reatividade vascular

Esses experimentos foram conduzidos no Laboratory of Malaria and Vector
Research (LMVR), no National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), do
National Institutes of Health (NIH), em Rockville, EUA, sob a orientagdo do Dr. Hans
Ackerman, durante um estagio de doutorado sanduiche. Nosso grupo havia
demonstrado anteriormente, em estudos in vivo utilizando microscopia intravital do
cérebro, que os vasos da microcirculagao cerebral (pia-mater) de animais com MCE
nao respondiam a estimulos vasodilatadores pela superfusdo de acetilcolina (que
induz vasodilatagdo por mecanismo dependente de NOS endotelial) ou de N-metil-D-
aspartato (NMDA, que induz vasodilatacdo dependente de NOS neuronal) (ONG et
al., 2013). Os estudos in vivo permitem avaliar, por exemplo, a fungédo vascular no
contexto global de todos os players que afetam determinada resposta, por exemplo, o
préprio vaso sanguineo com circulagdo sanguinea ativa, na presenga da infec¢ao
plasmodial, afetado pela resposta imune em curso, o processo pré-inflamatério e pro-
oxidante, a interagdo com o ambiente do sistema nervoso central, os neurdnios,
astrécitos e seus mediadores, etc. A questdo que levantamos era até que ponto a
disfungdo vascular observada nos animais com MCE, em estudos in vivo, era
intrinseca do vaso ou dependente de outros fatores, como por exemplo fatores
plasmaticos ou o préprio ambiente cerebral. Para isso, decidimos lancar méo de um
sistema ex vivo de miografia, que nos permite estudar a reatividade vascular de forma
isolada, em um equipamento apropriado. Nossa hipotese inicial era a de que as
artérias cerebrais de animais com MCE teriam um defeito intrinseco relacionado a
disfuncdo de NOS endotelial, que faria com que o vaso néo produzisse NO de forma
adequada quando estimulado, por exemplo, com acetilcolina ou analogos como a
metacolina. Uma vez confirmada essa hipétese, planejamos uma série de abordagens
para estudar esse mecanismo e explorar intervengdes terapéuticas.

Assim, a reatividade vascular foi avaliada por miografia da artéria cerebral
meédia (middle cerebral artery - MCA) obtida de camundongos controles nao infectados
e animais com MCE no sexto dia apds a infecgao. A resposta vascular foi avaliada
frente a estimulos vasodilatadores dependentes (metacolina; methacholine - MCh) e
independentes (nitroprussiato de sédio; sodium nitroprusside - SNP) de endotélio, e a
resposta vasoconstritora foi avaliada frente a serotonina (serotonin/5-
hydroxytryptamine - 5-HT). Essas avaliagbes foram feitas em multiplas concentragdes

de cada estimulo, na presenga ou auséncia de N“- nitro-L-arginine methyl ester (L-
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NAME, inibidor de NOS). Avaliou-se tanto as mudangas de didametro interno quanto
externo dos vasos.

As artérias cerebrais de animais controles nao infectados apresentaram, como
esperado, potente resposta vasodilatadora ao estimulo com metacolina (Figura 30 A
e B) e com nitroprussiato de sodio (Figura 30 C e D), atingindo cerca de 15% de
aumento no diametro interno e 10% no diametro externo nas concentragdes mais
elevadas (10° e 10*M). Ja o estimulo com serotonina levou a constricdo das MCAs
(Figura 30 E e F). De maneira contraria as nossas expectativas, as MCAs de animais
com MCE apresentaram resposta vasodilatadora a metacolina semelhante a de
animais controles ndo infectados (Figura 30 A e B). E no caso do nitroprussiato de
sodio, a resposta vasodilatadora foi até mesmo mais intensa (didmetro interno) nas
MCAs de animais com MCE do que nas MCAs de animais controles n&o infectados
(Figura 30 C). A resposta constritora a serotonina de MCAs de animais com MCE

também foi similar a de animais controles n&o infectados (Figura 30 E e F).
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Figura 30 - Vasorreatividade ex vivo em MCAs de camundongos com MCE frente a estimulos
dependentes e independentes de endotélio.

Avaliacdo da resposta vascular da artéria cerebral média de animais controles nao infectados e de
animais com MCE antes e apds estimulo com metacolina, nitroprussiato de sédio e serotonina. A
resposta vascular foi mensurada em 4 MCAs de animais controles ndo infectados e 7 MCAs oriundas
de animais com MCE (uma MCA coletada por animal - didmetros interno e externo). Teste Two-way
ANOVA foi utilizado para a analise estatistica dos dados. A e B - Artérias cerebrais de animais controles
nao infectados e animais com MCE apresentaram potente resposta vasodilatadora ao estimulo com
metacolina. Nao houve diferenga na resposta entre controles e MCE. C e D - A superfusdo das MCAs
com nitroprussiato de sédio induziu vasodilatagdo nas artérias de ambos os grupos experimentais,
controle e MCE. De modo geral, ndo houve diferenga na resposta entre controles e MCE. Entretanto,
quando a resposta nas doses mais altas (10* e 10°°M) foi analisada isoladamente, a resposta
vasodilatadora (diametro interno) foi mais intensa nos animais MCE do que nos controles (P=0.0276 e
0.0409, respectivamente). E e F - A resposta vasoconstritora ao estimulo com serotonina ndo foi
diferente entre animais controles ndo infectados e animais com MCE. MCE, malaria cerebral
experimental; BL, baseline; MCh, metacolina; SNP, nitroprussiato de sodio; 5-HT, serotonina.
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Os diametros (internos e externos) das MCAs de animais controles nao
infectados ou animais com MCE n&o tiveram alteragao apos estimulo com L-NAME,
um inibidor da NOS (Figura 31 A e B). Entretanto, o L-NAME foi capaz de inibir a
resposta dilatadora dos vasos frente ao estimulo com metacolina, em ambos os
grupos (Figura 31 C e D). Esses dados sugerem que, de fato, a vasodilatagéo
promovida pela metacolina nos experimentos anteriores foi mediada pela producao
de NO.

Ao contrario do observado com a metacolina, o L-NAME nao foi capaz de inibir
a vasodilatacdo das MCAs promovida pelo nitroprussiato de sédio (Figura 31 E e F),
nem a resposta vasoconstritora promovida pela serotonina (Figura 31 G e H). Esses
dados mostram que o sistema funcionou muito bem, uma vez que, de fato, as

respostas ao nitroprussiato de sédio e a serotonina sdo independentes de NOS.
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Figura 31 - Vasorreatividade ex vivo em MCAs de camundongos com MCE frente a estimulos
dependentes e independentes de endotélio na presenca de L-NAME.

Avaliagao da resposta vascular da artéria cerebral média de animais controles nao infectados e animais
com MCE antes e apés estimulo com metacolina, nitroprussiato de sédio e serotonina na presenga do
inibidor da NOS, L-NAME. A resposta vascular foi mensurada em 4 MCAs de animais controles ndo
infectados e 7 MCAs oriundas de animais com MCE (uma MCA coletada por animal — diametros interno
e externo). O teste t-Student foi utilizado para verificar as diferengas de resposta aos estimulos entre
os grupos controle e MCE. A e B - L-NAME n&o alterou a resposta vascular quando administrado
sozinho. C e D - L-NAME inibiu a vasodilatagdo promovida pela metacolina de maneira similar nas
artérias de animais controles e animais com MCE. E e F - L-NAME n&o inibiu a resposta vasodilatadora
induzida por nitroprussiato de sddio nas MCAs de ambos os grupos experimentais, controle e MCE.
Assim como observado quando o SNP foi utilizado de maneira isolada na concentragdo de 10“*M
(Figura 30), as MCAs (diametro interno) de animais MCE responderam de maneira mais intensa ao
SNP + L-NAME do que as MCAs de animais controles ndo infectados (P=0.0147). G e H - Artérias
cerebrais estimuladas com L-NAME continuaram a apresentar resposta vasoconstritora ao estimulo
com 5-HT. MCE, malaria cerebral experimental; BL, baseline; MCh, metacolina; SNP, nitroprussiato de
sodio; 5-HT, serotonina; L-NAME, N“ -Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride.

4.7 Avaliacao ex vivo da producao de NO em artérias cerebrais na MCE

Além das respostas funcionais das MCAs (dilatagdo/constricdo frente a
estimulos), verificamos a produgdo de NO pelas artérias cerebrais (MCAs, ACAs e
PCAs) oriundas de animais controles ndo infectados e animais com MCE, submetidas
a diferentes estimulos. Inicialmente, verificamos a producdo de NO das artérias
incubadas em tampao KH, o mesmo usado nos experimentos de miografia relatados
acima, e a mensuragao do NO foi avaliada por ensaio DAF-2 (uma sonda molecular

que se liga especificamente ao NO e, ao fazé-lo, emite fluorescéncia em 538 nm).
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Artérias cerebrais de animais controles ndo infectados e de animais com MCE
estimuladas com metacolina apresentaram aumento da producéo de NO (Figura 32).
Esse aumento de NO induzido pela metacolina foi bloqueado com a adicdo de L-
NAME, mostrando que, de fato, a producdo de NO é mediada pela NOS. O L-NAME
sozinho diminuiu a producédo de NO. Esses resultados mostraram que a producao de
NO estimulada pela metacolina em artérias de animais com MCE & comparavel a
producao de NO por artérias de animais controles, o que corrobora os achados do

experimento ex vivo de reatividade vascular.
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Figura 32 - Produgdo de oxido nitrico por artérias cerebrais isoladas de animais com MCE
incubadas em tampao KH e submetidas a diferentes estimulos.

Avaliagdo da produgdo de NO por artérias cerebrais (MCAs, ACAs e PCAs) isoladas de animais
controles nao infectados e animais com MCE incubadas em tampao KH e estimuladas com metacolina
na presenga ou ndo de L-NAME. Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a andlise estatistica dos
dados. O estimulo com metacolina promoveu aumento na produgao de NO tanto por artérias cerebrais
de animais controles (n=6) quanto por artérias de animais com MCE (n=6) (P=0.002). A adigéo de L-
NAME reverteu a produgéo de NO induzida por metacolina nos dois grupos. MCE, malaria cerebral
experimental; BL, baseline; MCh, metacolina; L-NAME, N“ -Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride.

Esses dados sugerem que a disfungdo vascular observada na MCE néo é
inerente ao vaso, e aventamos assim a hipétese de que existiria no plasma de animais
com MCE algum fator levando a, ou contribuindo para, essa disfungédo. Assim, esse
experimento de mensuracao da produgao de NO foi repetido, dessa vez adicionando-
se plasma de animais controles ou de animais com MCE ao sistema. Como pode ser
observado na figura 33, a producdo basal de NO em artérias cerebrais de animais
com MCE foi aparentemente menor que nas artérias de animais controles n&o

infectados, mas com a variagao observada n&o houve diferenga significativa. Nessa
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mesma condi¢cdo, em vasos incubados com plasma de animais controles, a adicdo de
metacolina estimulou a producdo de NO tanto pelos vasos de animais controles
quanto pelos vasos de animais com MCE, ou seja, similar ao que foi observado no
sistema sem a presenca de plasma. Mas, de maneira surpreendente, o plasma de
animais com MCE por si s6 induziu a producdo de NO pelas artérias de ambos os
grupos experimentais, controle e MCE. Ou seja, ao contrario de nossa expectativa de
que o plasma de animais com MCE contivesse algum fator inibidor da producéo de
NO, ou neutralizante do mesmo, nossos dados indicam que o plasma desses animais

contém um fator, ou fatores, indutores da producédo de NO.

Il VASOS CONTROLE
Il VASOS MCE

*

*kk
50000007 T |

4000000

3000000

2000000+

mm? vaso

1000000

Intensidade de fluorescéncia/

PLASMA CONTROLE ~ PLASMA CONTROLE + PLASMA MCE
MCh [10%4]

Figura 33 - Producdo de oxido nitrico por artérias cerebrais isoladas de animais com MCE
incubadas em plasma de animais controles ou de animais com MCE.

Avaliagdo da produgdo de NO por artérias cerebrais (MCAs, ACAs e PCAs) isoladas de animais
controles nao infectados e de animais com MCE. Foi avaliada a producdo de NO nos vasos incubados
com: a) Plasma de animais controles néo infectados; b) Plasma de animais controles n&o infectados +
metacolina; ¢) Plasma de animais com MCE. Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a analise
estatistica dos dados. A adigdo de metacolina ao plasma de animais controles nio infectados nao
aumentou de forma significativa a produ¢do de NO nos vasos de animais controles (n=6) ou nos vasos
de animais MCE (n=2) (apesar de haver um aumento visual). Ja o plasma de animais com MCE induziu
um forte aumento na produgao de NO tanto nos vasos de animais controles nao infectados (P=0.0002)
quanto de animais com MCE (P=0.041). MCE, malaria cerebral experimental; MCh, metacolina.

76



5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que animais que
desenvolveram MCE apresentaram diminuicdo significativa no fluxo sanguineo
cerebral quando comparados a animais controles n&o infectados. Esse achado
corrobora estudo anterior do préprio grupo (Moreira AS, dissertagcado de mestrado) que,
utilizando também a técnica de LSCI, mostrou que animais infectados por PbA, no
momento em que manifestam a MCE (sexto dia apds a infecgdo), apresentaram uma
reducdo substancial (aproximadamente 27%) no fluxo sanguineo cerebral quando
comparados a animais nao infectados. A isquemia parece também desempenhar
importante papel na MC induzida por PbA em camundongos da linhagem CBA. Sanni
et al. (2001), utilizando imageamento por ressondncia magnética (MRI),
demonstraram que a reducgdo no fluxo sanguineo cerebral levou a hipoxia em animais
com MC e que essa hipoxia estava diretamente relacionada a niveis aumentados de
alanina e lactato no cérebro dos animais no momento da manifestagdo da sindrome
neurologica. Reducédo na perfusdo cerebral foi também observada por Penet et al.
(2005) com o uso de MRI e associada diretamente a causa da morte em animais com
MCE. Os autores sugerem que o edema cerebral que ocorre nessa sindrome
neurologica seria responsavel pela compressao das artérias cerebrais e consequente
queda no fluxo sanguineo. Remer et al. (2019) avaliaram a microcirculagéo da retina
(que é embriologicamente derivada do sistema nervoso central (SNC), possui
estruturas analogas as do cérebro e, portanto, é capaz de espelhar as caracteristicas
histologicas da MC no cérebro) utilizando a técnica de imageamento por laser speckle
acoplado a camera de celular. Os autores também verificaram diminuigdo no fluxo
sanguineo de animais com MCE quando comparados a animais nao infectados ou
infectados por PbNKG5, uma linhagem que induz malaria ndo cerebral. Redu¢do no
fluxo sanguineo também foi observada por microscopia intravital da microcirculagéo
cerebral de animais que desenvolveram MCE. Os autores associaram essa redugao
do fluxo sanguineo ao processo de vasoconstricdo, adesao de leucocitos ao endotélio
vascular cerebral e a reducao da velocidade das células sanguineas (CABRALES et
al., 2010). Em humanos, perfusao prejudicada foi observada por angiografia da retina
em criangas com MC, e os autores relacionaram o prejuizo na perfusdo ao sequestro
de eritrocitos parasitados (BEARE et al., 2009). Além disso, assim como no modelo
animal (PENET et al. 2005), a diminuigdo no fluxo sanguineo cerebral foi associada

ao aumento da mortalidade em humanos (O’BRIEN et al., 2018). Todos esses
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achados comprovam o papel fundamental da isquemia na patogénese e letalidade da
malaria cerebral. Portanto, intervencdes terapéuticas que melhorem a perfuséo
podem ser benéficas nessa sindrome neuroldgica.

A disfuncao vascular exerce importante papel na MC, levando a vasoconstrigao
com consequente queda no fluxo sanguineo cerebral, hipdxia e finalmente a morte
nessa sindrome neuroldgica. Ja se sabe que, tanto na MC humana quanto na
experimental, essa disfuncdo é caracterizada pela baixa biodisponibilidade de NO,
principal regulador fisiolégico de ténus vascular (ANSTEY et al., 1996, GRAMAGLIA
et al., 2006). Baixos niveis dessa molécula foram associados a diminuida fungéo
microvascular e endotelial em criangas com malaria grave e moderadamente grave
(YEO et al., 2014) e a produgéo de NO foi inversamente correlacionada a gravidade
da doenca (ANSTEY et al., 1996). Disfungéo vascular cerebral relacionada a produgéo
deficiente de NO também tem sido observada na MCE (ONG et al., 2013). Nosso
grupo ja demonstrou que a superfuséo direta de L-arginina, precursor da sintese de
NO pela NOS, nos vasos da pia-mater de animais com MCE induziu imediata dilatagdo
nesses animais. Além disso, administragéo sistémica de L-arginina, combinada ou ndo
com artesunato, preveniu o agravo da constricdo cerebrovascular (ONG et al., 2018).
Recentemente, mostramos através da técnica de laser speckle que L-arginina
administrada sozinha aumentou o fluxo sanguineo cerebral em animais com MCE 1
hora apds o tratamento (Moreira AS, dissertacdo de mestrado). No presente estudo,
nos perguntamos, entdo, se a L-arginina administrada com artesunato continuaria
tendo um efeito benéfico sobre o fluxo sanguineo cerebral e se este efeito seria
duradouro (3 e 6 horas apds o tratamento). Corroboramos e expandimos nossos
achados prévios ao demonstrar que, quando usada em combinagado com artesunato
como terapia adjuvante para a MCE, L-arginina novamente induziu aumento no fluxo
sanguineo cerebral a curto prazo (1 hora) em animais doentes, inclusive, restaurando
a perfusdo cerebral a niveis ndo diferentes de animais controles nao infectados.
Entretanto, o aumento no fluxo retrocedeu 3 e 6 horas apds o tratamento. Embora
transiente, essa reversédo inicial da isquemia cerebral pode ajudar o animal muito
doente com MCE em estagio tardio a preservar a fungdo cerebral melhor do que
animais recebendo apenas artesunato. De fato, o aumento no fluxo sanguineo
cerebral inicial foi associado a aumentada sobrevida desses animais tratados com
artesunato mais L-arginina. Os beneficios da intervencdo com L-arginina tém sido
demonstrados também em humanos. Estudos iniciais abordando o tratamento de

adultos com malaria grave e moderadamente grave através da infusdo de L-arginina
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mostraram uma melhora na biodisponibilidade de NO e na funcdo endotelial nos
pacientes (YEO et al., 2007, YEO et al., 2008b). Em um estudo mais recente
envolvendo pacientes com malaria grave, nao foi observado um efeito significativo de
L-arginina administrada em infus&o lenta (1,5 g/hora em 8 horas), seja na eliminagao
("clearance") de lactato ou na producéo de NO (YEO et al., 2013). Essa auséncia de
efeito foi atribuida a dose baixa de L-arginina. Mas uma outra questdo € que a L-
arginina utilizada nos estudos em humanos é a formulagdo com hidrocloreto (HCI),
que pode levar a quedas no ion bicarbonato e no pH sanguineo, resultando em
interferéncia negativa nos parémetros avaliados. No nosso estudo, a L-arginina
utilizada é pura e, portanto, ndo possui esse efeito negativo.

Ja se sabe que a disfuncdo vascular também leva a quebra da barreira
hematoencefalica na MCE (THUMWOOD et al., 1988). O aumento da permeabilidade
vascular no cérebro € considerado um dos principais fatores na patogenia da MC
humana e experimental, pois permite n&do apenas o extravasamento de moléculas
potencialmente toxicas para o sistema nervoso central como também acaba
resultando em acumulo de liquido e edema no cérebro. Como o tratamento com L-
arginina aumentou o fluxo sanguineo cerebral e a sobrevida dos animais doentes, nos
perguntamos se a L-arginina teria outros beneficios sobre o endotélio, por exemplo,
regenerando a coesao das células e assim diminuindo a permeabilidade vascular. Ao
contrario do que esperavamos, o tratamento de animais com MCE com artesunato
associado a L-arginina ndo foi capaz de reverter a quebra da barreira
hematoencefalica nesses animais nos esquemas de tratamentos e doses testadas,
mesmo 6 horas apds a intervencdo. Isso indica que, mesmo recuperando
parcialmente a fungdo, o sistema vascular no cérebro permanece ainda danificado,
com a func¢ado endotelial prejudicada. O fato de que mesmo uma recuperagao parcial
da funcdo leva a uma melhora da sobrevida indica que intervencdes mais eficazes
tendo como alvo a vasculatura cerebral podem ter impacto ainda maior na
recuperacao dos animais.

A regulacéo do fluxo sanguineo cerebral € altamente complexa e numerosos
mecanismos atuam em conjunto afetando o ténus vascular (ATTWELL et al., 2010).
A acgao do NO na regulagéo do fluxo sanguineo cerebral € complementada, modificada
e/ou influenciada por mecanismos e mediadores diversos e, nesse sistema complexo,
as vias relacionadas a metabdlitos vasoativos do acido araquiddnico, produzidos e

atuantes nos elementos componentes da unidade neurovascular (neurénios,
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astrocitos, células do musculo liso vascular, células endoteliais, pericitos), tem papel
altamente relevante.

O acido araquidénico (AA) é capaz de gerar metabdlitos tanto vasodilatadores
quanto vasoconstritores dependendo do estimulo recebido principalmente pelos
astrécitos. Como a MC cursa com vasoconstricdo que leva a isquemia, nossa hipotese
foi a de que durante essa sindrome neurologica ocorre uma produgdo aumentada de
metabdlitos vasoconstritores da via do AA em detrimento da produgao dos metabdlitos
vasodilatadores e, consequentemente, queda no fluxo sanguineo cerebral nos
animais afetados. Alguns trabalhos mostraram, por exemplo, que os leucotrienos,
metabdlitos vasoconstritores da via do AA, foram deletérios, enquanto as
prostaglandinas, metabdlitos vasodilatadores, tiveram um papel benéfico na MCE
(XIAO et al., 1999, BALL et al., 2004). Nosso grupo demonstrou anteriormente que o
tratamento de animais que desenvolveram MCE com ozagrel, um inibidor da produgéo
do eicosanoide vasoconstritor TXAz, aumentou significativamente o fluxo sanguineo
cerebral nesses animais 1 hora apds a intervencédo. Esse achado nos mostrou que,
de fato, poderia haver uma desregulagdo no eixo da via do AA responsavel pela
geracao de TXA:z levando a uma produgao exacerbada deste metabdlito constritor no
cérebro que parece agravar o quadro de isquemia na MCE, visto que inibir a produgéo
de TXA:z reverteu o processo isquémico gerado pela doenga (Moreira AS, dissertagéo
de mestrado). No presente estudo, nés vimos que animais com MCE apresentaram
niveis variaveis de TXA2 no cérebro, em alguns casos niveis muito altos, mas no geral,
nao foram observadas diferengas significativas quando comparados aos niveis desse
eicosanoide no cérebro de animais controles ndo infectados ou infectados por
PbNKG5. No entanto, a administragdo sistémica de ozagrel, causou uma marcante
diminuicdo nos niveis de TXA2 no cérebro de animais com MCE. Nossos dados
sugerem que o bloqueio mesmo da geracédo basal de TXA2 no cérebro pode ser
benéfico por reverter a vasoconstricao e restaurar o fluxo sanguineo em animais com
MCE. Além disso, ozagrel pode estar melhorando o fluxo sanguineo por efeitos além
da inibicdo da produc&o do vasoconstritor TXA>. Koumura et al. (2011) relatam que
um dos efeitos do ozagrel é, secundariamente, aumentar os niveis de prostaciclina,
potente eicosanoide vasodilatador. E importante destacar também que, ao inibir a
atividade de tromboxano sintase, ozagrel pode ativar a fosforilagdo de eNOS,
aumentando dessa forma a produg¢ao de NO, o que poderia levar ao aumento do fluxo
sanguineo cerebral nos animais tratados com essa droga (KOUMURA et al., 2011).

Por outro lado, é possivel ainda que o ozagrel possa apresentar efeitos fora do alvo e
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induzir o aumento do fluxo sanguineo cerebral por outros mecanismos que n&o a
inibicdo da enzima tromboxano sintase.

Assim como no caso da L-arginina, o efeito benéfico de ozagrel sobre a
microcirculagéo cerebral foi associado a um aumento na sobrevida dos animais com
MCE, sugerindo assim um papel potencial de ozagrel como terapia adjuvante ao
artesunato nessa sindrome neuroldgica. E também como no caso da L-arginina, o
tratamento dos animais com artesunato mais ozagrel n&do foi capaz de reverter a
quebra da barreira hematoencefalica presente em animais com MCE.

Uma vez que a inibicdo da enzima tromboxano sintase diminuiu os niveis
cerebrais de TXA:z levando a aumento do fluxo sanguineo cerebral (Moreira AS,
dissertagdo de mestrado), resolvemos avaliar como a doenga afetaria os niveis de
outros metabdlitos vasoativos relevantes da via do AA e se intervencdes destinadas a
inibir a produgdo de eicosanoides vasoconstritores, quando administradas
sistemicamente, seriam capazes de diminuir a producdo desses eicosanoides no
tecido cerebral.

Observamos que tanto animais que desenvolveram MCE quanto aqueles com
MNC apresentaram niveis aumentados de 8-isoprostanos no cérebro quando
comparados a animais controles nio infectados. Ja se sabe que 8-isoprostanos sao
gerados por oxidagdo nao enzimatica do AA (MORROW, 2006), portanto a infecgéo
malarica por si induziu significante estresse oxidativo. De fato, na malaria grave
humana observa-se niveis plasmaticos elevados de F2-isoprostanos (PLEWES et al.,
2017). Além de serem biomarcadores de estresse oxidativo, 8-isoprostanos séo
potentes vasoconstritores (TAKAHASHI et al., 1992, HOFFMAN; MOORE; ELLIS,
1997, JANSSEN et al., 2001) e essa vasoconstrigcdo parece ser mediada, na realidade,
pela aumentada liberacdo de TXA: principalmente oriundo de astrocitos e células
endoteliais. HOU et al. (2000) mostraram que a constricdo de microvasos
periventriculares induzida por 8-isoprostanos foi quase completamente suprimida pela
inibicdo da sintese de TXA: (através da inibicado de tromboxano sintase por CGS
12970), bem como pelo bloqueio dos receptores de tromboxano. Esses dados séo
consistentes com o achado desse estudo, uma vez que o tratamento de animais que
desenvolveram MCE com ozagrel, inibidor da produ¢do de TXA:z por tromboxano
sintase, diminuiu os niveis de 8-isoprostanos no cérebro desses animais. O
mecanismo pelo qual ozagrel causa diminui¢do nos niveis de 8-isoprostanos na MCE,
no entanto, ndo € claro. De qualquer maneira, esses dados indicam que o aumento

do fluxo sanguineo cerebral induzido pelo tratamento com ozagrel na MCE poderia se
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dar tanto pela inibicdo direta da produgao de TXA2 quanto indiretamente por suprimir
8-isoprostanos, ambos agentes vasoconstritores. O aumento de fluxo sanguineo, por
sua vez, melhoraria a oxigenagdo tecidual, limparia os residuos metabdlicos
contribuindo para diminuigdo do estresse oxidativo e formag¢ao de 8-isoprostanos no
cérebro.

Uma vez que tanto animais com MCE quanto aqueles que desenvolveram MNC
apresentaram aumento nos niveis de 8-isoprostanos, parece que esse mediador ndo
pode por si so estar associado a patogénese da MCE. Contudo, os niveis cerebrais
de derivados do acido araquidbnico gerados enzimaticamente indicam que na MCE
ocorre, de fato, um desbalango que leva a maior producdo de eicosanoides
vasoconstritores (20-HETE e 14,15-DHET), em detrimento da produgdo de
eicosanoides vasodilatadores (PGE2 e 14,15-EET).

Nosso trabalho mostrou que as concentragbes de PGE2, importante
eicosanoide vasodilatador, estavam aumentadas no tecido cerebral de animais com
MNC e ndo estavam alteradas em animais com MCE e em animais controles nao
infectados. De fato, um estudo de Xiao et al. (1999) sugere que as prostaglandinas
sao protetoras na MCE, uma vez que o tratamento com aspirina, um inibidor da sintese
de prostaglandina, agravou o quadro dos animais com MCE. Achado semelhante foi
encontrado por Ball et al. (2004), que mostraram que o tratamento de animais com
MCE com celecoxib, inibidor de COX2, agravou o quadro da doenga, reforgando
novamente o efeito benéfico da prostaglandina na MCE. Além disso, os niveis de
PGE: foram inversamente correlacionados com a gravidade da doenga em criangas
africanas (PERKINS; KREMSNER; WEINBERG, 2001). Dessa forma, o aumento nos
niveis de PGE2 em animais com MNC, mas ndo em animais com MCE, sugere um
efeito protetor, ajudando a prevenir a isquemia nos animais infectados com PbNKG65.

Uma vez que tanto tromboxano sintase quanto prostaglandina sintase utilizam
0 mesmo substrato, PGHa2, para a producédo de TXA. e PGE>, respectivamente, nos
perguntamos se o tratamento com ozagrel (inibidor de tromboxano sintase) poderia
levar ao aumento dos niveis de PGE2 no cérebro de animais com MCE, ja que PGH2
estaria mais disponivel para utilizagcdo pela prostaglandina sintase. No entanto,
ozagrel ndo levou a um aumento da produgédo de PGE:2 nos animais tratados.

Alguns trabalhos tém mostrado a contribuicdo de 20-HETE para a isquemia
cerebral (DUNN et al., 2008, FORDSMANN et al., 2013). No presente estudo, nos
vimos que as concentragdes de 20-HETE aumentaram na MCE quando comparadas

as concentracdes em animais controles e aqueles com MNC. 20-HETE € um potente
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eicosanoide vasoconstritor e niveis aumentados desse metabalito no tecido cerebral
podem agravar o processo isquémico caracteristico da MCE. O aumento na produg¢ao
de 20-HETE pode se dar pela conversao aumentada do AA a 20-HETE no musculo
liso vascular e/ou pelos baixos niveis de NO. Em condi¢des fisiologicas, NO é um
importante inibidor da produgao de 20-HETE (ATTWELL et al., 2010). Como a MCE
cursa com baixa biodisponibilidade de NO, os niveis desse mediador ndo seriam mais
capazes de inibir a producdo de 20-HETE que, por sua vez, promoveria
vasoconstricdo. O tratamento dos animais que desenvolveram MCE com HETO0016,
um inibidor seletivo das isoformas da enzima CYP4A, diminuiu a produgao de 20-
HETE no cérebro desses animais. Esse dado é importante, pois confirma que a droga
chegou ao sitio-alvo, o cérebro, e inibiu, de fato, a enzima CYP4A. O tratamento com
HETO0016 tem apresentado diversos beneficios em doengas cerebrais. A droga tem
se mostrado eficaz em reduzir a area de infarto, a producéo de espécies reativas de
oxigénio pela vasculatura cerebral (DUNN et al., 2008, LIU et al., 2014) e o edema
cerebral (LIU et al., 2014, SHAIK et al., 2015). Além disso, a inibigdo de 20-HETE por
HETO0016 foi capaz de prevenir a quebra da barreira hematoencefalica (LIU et al.,
2014) e melhorar o fluxo sanguineo cerebral (SHAIK et al., 2015). Saber de que
maneira a diminuigdo nas concentracbes do eicosanoide vasoconstritor 20-HETE
poderia ser benéfica na MCE (talvez melhorando o fluxo sanguineo cerebral,
revertendo a vasoconstricdo ou a quebra da barreira hematoencefalica, etc.) ainda
precisa ser investigada.

As concentragdes de 14,15-EET foram menores no cérebro de animais com
MCE quando comparadas com as concentragbes em animais nao infectados. Os
EETs sdo metabdlitos vasodilatadores da via do AA que desempenham importante
papel na regulagdo do fluxo sanguineo cerebral em condigbes fisiologicas (IMIG,
2016, DAVIS; LIU; ALKAYED, 2017). Os EETs sao metabolizados pela epdxido
hidrolase soluvel (sEH) em seu diol menos ativo, os acidos dihidroxieicosatrienoicos
(DHETS). A diminuigdo nos niveis cerebrais do vasodilatador 14,15-EET em animais
com MCE da suporte a nossa hipétese original de que ocorreria uma desregulagéo na
homeostase do AA com predominio da producao de eicosanoides constritores sobre
os vasodilatadores, contribuindo para a vasoconstricdo e isquemia na MCE. Alguns
trabalhos tém destacado o papel protetor dos EETs em doencgas isquémicas. A
administragao exégena de 14,15-EET (LIU et al., 2015), bem como a inibigdo da sEH,
foram benéficas nesses casos (DORRANCE et al., 2005, LIU et al., 2015). No nosso

trabalho, as concentracbes de 14,15-EET apds tratamento de animais com MCE
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utilizando AUDA (inibidor da enzima sEH) nao foram diferentes das concentra¢cdes em
animais que receberam o veiculo. Esperavamos que a inibicado da sEH impedisse a
conversao de 14,15-EET no seu metabdlito menos ativo, 14-15-DHET, aumentando
suas concentracdes cerebrais e, consequentemente, potencializando o efeito
vasodilatador de 14,15-EET. E preciso enfatizar, no entanto, que apenas uma dose e
um esquema de administragdo da droga foram utilizados e, portanto, é possivel que
combinacdes diferentes possam ter efeitos diferentes.

Mostramos também que os niveis de 14,15-EETs foram menores em animais
com MNC quando comparados ao grupo controle e ao grupo MCE, mas esse achado
precisa ser confirmado. Isso porque, em todos os ensaios que realizamos, o tempo
entre o processamento das amostras de cérebro e a quantificagdo dos eicosanoides
pelos ELISAs ndo passou de duas semanas. No entanto, nesse ensaio, as amostras
utilizadas para determinagéo dos niveis de 14,15-EET em animais com MNC estavam
estocadas ha mais de 4 meses em congelador quando foram utilizadas e isso pode
ter influenciado no resultado encontrado para este grupo especificamente. Assim,
novas amostras deverao ser utilizadas para quantificacdo de 14,15-EET em cérebro
de animais com MNC.

De forma interessante, observamos nesse trabalho que os niveis de 14,15-
DHET, diol menos ativo oriundo do metabolismo de 14,15-EET, estavam aumentados
no cérebro de animais com MCE quando comparados a animais com MNC. Isso
sugere que animais com MCE possuem uma atividade aumentada da enzima sEH,
levando a concentragdes cerebrais aumentadas de 14,15-DHET, fruto do rapido
metabolismo de 14,15-EET. Essa rapida conversdo de 14,15-EET em 14,15-DHET
preveniria a acao vasodilatadora desse EET, o que poderia contribuir para o processo
isquémico observado na MCE. De fato, um estudo mostrou que pacientes com
comprometimento cognitivo vascular apresentaram expressao aumentada de sEH e
niveis aumentados de 14,15-DHET na microcirculagdo cerebral (NELSON et al.,
2014), e que a inibicdo de sEH utilizando AUDA-BE protegeu contra a injuria
isquémica cerebral, provavelmente por aumentar a biodisponibilidade de EET por
prevenir seu metabolismo pela sEH (ZHANG et al., 2007).

Animais com MCE foram tratados com AUDA para determinagdo das
concentracdes de 14,15-DHET no tecido cerebral. Esperavamos que a inibicao da
sEH diminuisse os niveis desse metabdlito no cérebro de animais doentes. Como
descrito nos resultados, ndo pudemos determinar os efeitos do tratamento nesse

experimento, pois os valores de absorbancia no ELISA ficaram fora dos limites da
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curva padrao nesse ensaio em particular. De qualquer forma, como ndo observamos
efeito nos niveis de 14,15-EET apds tratamento com AUDA, € provavel que nao
veriamos efeito nos niveis de 14,15-DHET ja que a mesma dose da droga foi utilizada
para o tratamento desses animais e essa poderia ndo ser uma dose efetiva. Assim,
avaliar outras doses e outros esquemas de administracdo em experimentos futuros
nos ajudaria a esclarecer este ponto.

Conforme ja dissemos e demonstramos aqui, a disfungao vascular que ocorre
na MCE é caracterizada por vasoconstrigdo, redugdo no fluxo sanguineo cerebral,
ativagcdo aumentada do endotélio vascular, quebra da barreira hematoencefalica e
baixa biodisponibilidade de NO. Nossos dados indicam que a baixa biodisponibilidade
de NO esta relacionada a diminuigao nos niveis do seu precursor, a L-arginina, ja que
o tratamento de animais com MCE utilizando esse aminoacido, substrato da NOS,
aumentou o fluxo sanguineo cerebral nesses animais, o que foi diretamente
relacionado a melhora na sobrevida. Além disso, nosso grupo ja demonstrou que os
vasos da microcirculagéo cerebral de animais com MCE nao responderam a estimulos
vasodilatadores pela superfusdo com acetilcolina (que induz vasodilatagéo
dependente de NOS endotelial) ou N-metil-D-aspartato (NMDA, que induz
vasodilatagdo dependente de NOS neuronal) (ONG et al., 2013). Assim, parece que
na MCE a baixa biodisponibilidade de NO ndo esta apenas relacionada a diminuigcéo
nos niveis da L-arginina, mas também a uma disfungéo das enzimas eNOS e nNOS.
Os diminuidos niveis de NO e a prejudicada vasorregulagdo que ocorrem na MC tem
sido observados in vivo, ou seja, na presenga de fatores sistémicos circulantes (no
plasma) e no ambiente em torno (neurénios, astrécitos, micréglia e outros tipos
celulares). Isolar o vaso e estudar sua resposta fora desse ambiente poderia nos
ajudar a entender se a disfung¢ao vascular observada na MCE seria intrinseca do vaso
ou dependente de outros fatores presentes no plasma ou no préprio ambiente
cerebral. Estudos de miografia foram realizados para investigar a resposta vascular
das artérias isoladas de animais com MCE, com a hipotese inicial que a resposta
vasodilatadora estaria prejudicada nessa sindrome neurolégica.
Surpreendentemente, nds vimos que artérias cerebrais isoladas de animais com MCE
responderam a estimulos vasodilatadores dependentes (metacolina) e independentes
(nitroprussiato de sodio) do endotélio. A resposta vasodilatadora a nitroprussiato de
sédio foi, inclusive, mais intensa em animais doentes quando comparada a resposta
de animais controles. Isso pode ser explicado pelo fato de que animais com MCE ja

apresentam uma constricido prévia vascular, assim, quando o estimulo com
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nitroprussiato é fornecido, o vaso desses animais parte de um didametro basal inferior
ao de um vaso de animal controle ndo infectado e a resposta vasodilatadora poderia
ser maior, de fato. Além disso, as artérias foram responsivas ao estimulo
vasoconstritor com serotonina. A administracdo de L-NAME (inibidor da NOS) inibiu o
efeito vasodilatador de metacolina, mas ndo o efeito de nitroprussiato de sddio,
sugerindo que a vasodilatagdo observada no caso da metacolina foi mediada pela
producdo de NO pela NOS. A vasoconstricdo nao foi inibida por L-NAME apods
estimulo com serotonina, como esperado, visto que a resposta a serotonina é
independente de NOS. Importante, o efeito desses estimulos sobre os vasos de
animais com MCE foi semelhante ao apresentado por vasos de animais controles nao
infectados. Esses achados mostraram que os vasos de animais com MCE estéo tao
responsivos aos estimulos quanto os vasos de animais controles ndo infectados e isso
refuta a nossa hipétese inicial. A mensuragao da produgao de NO pelo ensaio DAF-2
confirmou que os vasos de animais com MCE foram capazes de liberar NO em
resposta ao estimulo farmacolégico com metacolina e essa liberagéo foi inibida apés
adicdo de L-NAME ao sistema, mostrando que a produgcdo de NO foi mediada pela
NOS, corroborando os achados do experimento ex vivo de reatividade vascular. Esses
resultados sugeriram que a disfung¢ao vascular que ocorre na MCE nao € inerente do
vaso, e indicando que seria resultante de fatores do ambiente (luminal e/ou abluminal).
Dessa forma, uma das hipoteses que surgiram foi que existiria algum fator no plasma
de animais com MCE levando a essa disfuncao vascular. Artérias de animais com
MCE e de animais controles quando incubadas em plasma de animais controles e
estimuladas com metacolina continuaram a produzir NO, assim como foi observado
quando as artérias foram incubadas em tampao. Mas, surpreendentemente, o plasma
de animais com MCE por si s6 induziu a producédo de NO pelas artérias cerebrais de
animais com MCE e de animais controles. Ou seja, ao contrario de nossa expectativa
de que o plasma de animais com MCE contivesse algum fator inibidor da produgéo de
NO, ou neutralizante do mesmo, nossos dados indicam que o plasma desses animais
contém um fator, ou fatores, indutores da produg¢do de NO. Diante disso, a pergunta
que surge é: que fator é esse presente no plasma de animais com MCE que esta
estimulando a producédo de NO pelas artérias cerebrais? Estudos recentes in vitro
demonstraram, por exemplo, que meio condicionado de Plasmodium falciparum
continha cininas que atuam sobre os receptores B1 e B2 de bradicinina e levaram a
perda de jungéo endotelial e aumento de permeabilidade em monocamadas de células

endoteliais de cérebro humanas (SILVA et al., 2019). A bradicinina estimula a
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producdo de NO pelas células endoteliais (ANCION et al., 2019) e pode ser assim um
candidato a ser pesquisado como fator indutor na producdo de NO no plasma de
animais com MCE. De fato, esses achados abrem uma nova perspectiva na busca
desses fatores e sobre os mecanismos de disfungcédo vascular na malaria cerebral.
Além disso, esses resultados sugerem que o fator levando a constricdo dos vasos
piais na MCE, e que bloqueiam a resposta dos mesmos a estimulos dilatadores
dependentes de NOS (CABRALES et al., 2010, ONG et al., 2013) talvez seja um fator
tecidual e ndo plasmatico, e isso aponta mais uma vez para a importéncia do papel
dos metabdlitos vasoativos da via do acido araquidénico nesse cenario. Finalmente,
€ preciso salientar que os achados de resposta vascular a acetilcolina in vivo (ONG et
al., 2013) e a metacolina ex vivo (presente estudo) podem n&o ser diretamente
correspondentes. Isso porque os achados in vivo se referem a microcirculagao
cerebral, tendo as observagdes sido feitas em arteriolas piais com 20-70um de
diametro (externo). No presente estudo de miografia ex vivo, foi utilizada a MCA, uma
artéria com diametro externo >120um. Assim, € possivel que esses dois tipos de vasos
sejam afetados e respondam de maneira diferente a estimulos vasoativos na MCE.

Experimentos futuros poderéo responder a todas essas perguntas.
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6 PERSPECTIVAS

Pretendemos publicar um artigo com os resultados obtidos nos experimentos
ex vivo realizados no Laboratory of Malaria and Vector Research (LMVR-NIAID/NIH)
durante o estagio de doutorado sanduiche;

Realizar experimentos utilizando outras doses e outras vias de administragao
de L-arginina para verificar se, dessa forma, quando combinada com artesunato, L-
arginina seria capaz de induzir aumento no fluxo sanguineo cerebral nos animais com
MCE a longo prazo;

Utilizar outros esquemas de tratamentos e outras doses de ozagrel e L-arginina
para verificar se, nessas novas condigdes, essas drogas seriam capazes de reverter
a quebra da barreira hematoencefalica presente em animais com MCE;

Experimento interessante que poderia ser realizado futuramente seria a
inibicdo da atividade da tromboxano sintase com ozagrel e determinagdo das
concentragbes do metabdlito vasodilatador, prostaciclina, no tecido cerebral de
animais com MCE antes e apds intervencgao. Isso porque talvez o aumento do fluxo
sanguineo cerebral que observamos em animais tratados com ozagrel seja causado
por um aumento de prostaciclina (que pode, inclusive, estar diminuida na MCE) e ndo
necessariamente pela diminuicdo basal das concentragdes de TXA.. Investigar,
concomitantemente, o efeito da inibicdo farmacoldgica de prostaciclina e de TXA2
(utilizando ozagrel) no fluxo sanguineo cerebral também seria uma abordagem
interessante;

O tratamento com ozagrel combinado com artesunato aumentou a sobrevida
de animais com MCE, no entanto, como dissemos, esse resultado € oriundo de um
unico experimento. Novos experimentos de sobrevida com ozagrel devem ser
conduzidos para confirmar esse achado. Além disso, € preciso demonstrar o efeito da
intervencdo com ozagrel em associagdo com a droga antimalarica sobre o fluxo
sanguineo cerebral a curto e longo prazo em animais com MCE e também o efeito de
diferentes doses e vias de administracdo do farmaco;

Nossos resultados indicam que 20-HETE pode ter um papel importante na
patogénese da MCE e a droga HET0016 pode ter potencial terapéutico na sindrome
neuroldgica. No entanto, para confirmar isso, € preciso realizar experimentos
adicionais. Investigar, por exemplo, os efeitos do tratamento com HET0016 sobre o
fluxo sanguineo cerebral, quebra da barreira hematoencefalica e sobrevida em

animais com MCE auxiliaria na compreensao do papel de 20-HETE na patogenia
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dessa sindrome neurolégica. Visto que NO inibe a sintese de 20-HETE no musculo
liso vascular cerebral, um experimento relevante seria investigar se o tratamento com
L-arginina diminuiria os niveis de 20-HETE no cérebro de animais com MCE;

Diminuicdo nas concentragcdes cerebrais de 14,15-EET e aumento nas
concentragbes do seu diol menos ativo, 14,15-DHET, podem desempenhar papel
importante na MCE e a inibicAo da degradagdo de 14,15-EET (metabdlito
vasodilatador) pela utilizagdo de AUDA pode ser benéfica. Nos nossos experimentos
nao vimos um efeito de AUDA sobre os niveis de EETs e DHETSs no tecido cerebral
de animais com MCE, mas acreditamos que a dose utilizada da droga ndo tenha sido
efetiva. Assim, novos experimentos utilizando outras doses e outros esquemas de
administragdo da droga poderiam nos ajudar a esclarecer esse ponto futuramente;

Com relacdo aos experimentos ex vivo, € necessario repetir o ensaio DAF-2
para confirmar os resultados encontrados nos experimentos, principalmente os
experimentos que avaliaram a produg¢ao de NO por vasos cerebrais de animais com
MCE e de animais controles ndo infectados incubados em plasma,;

Além disso, determinar qual € o fator (ou fatores) presente no plasma de
animais com MCE que esta estimulando a produgao de NO tanto por artérias cerebrais
de animais controles ndo infectados quanto por artérias de animais com MCE ¢é de

suma importancia.
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7 CONCLUSOES

¢ Animais que desenvolveram malaria cerebral experimental apresentaram
diminuic&o significativa no fluxo sanguineo cerebral no sexto dia apos a infeccéo
guando comparados a animais controles nio infectados;

e Em combinacdo com artesunato, L-arginina induziu aumento no fluxo
sanguineo cerebral a curto prazo (1 hora) em animais com MCE. No entanto, o
aumento no fluxo retrocedeu 3 e 6 horas apds o tratamento;

e Animais tratados com L-arginina combinada com artesunato apresentaram
sobrevida significativamente maior do que animais que receberam artesunato mais
veiculo;

e O tratamento dos animais com MCE com L-arginina combinada com
artesunato nao foi capaz de reverter a quebra da barreira hematoencefalica nesses
animais;

e Animais que desenvolveram MCE n&o apresentaram aumento nas
concentracdes cerebrais de TXA2 quando comparadas as concentragdes em animais
controles. No entanto, animais com MCE apresentaram marcante diminuigdo nos
niveis cerebrais de TXA2 apds tratamento com ozagrel,

e O tratamento com ozagrel aumentou a sobrevida de animais com MCE;

e O tratamento dos animais com ozagrel combinado com artesunato n&o
reverteu a quebra da barreira hematoencefalica presente em animais com MCE;

¢ Animais com MCE e aqueles que desenvolveram MNC apresentaram
aumento nas concentracdes cerebrais de 8-isoprostanos quando comparados aos
controles nao infectados. O tratamento com ozagrel diminuiu os niveis de 8-
isoprostanos no cérebro de animais com MCE;

¢ As concentragdes de PGE: estavam aumentadas no cérebro de animais com
MNC quando comparadas as concentragdes em animais controles n&o infectados e
animais com MCE. O tratamento com ozagrel ndo aumentou a producédo de PGE2 em
animais com MCE;

e As concentragcbes cerebrais de 20-HETE aumentaram na MCE quando
comparadas as concentragdes em animais controles e aqueles com MNC. O
tratamento com HET0016 diminuiu a produgao de 20-HETE no cérebro de animais

que desenvolveram a MCE;
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e As concentragdes de 14,15-EET foram menores no cérebro de animais com
MCE quando comparadas com as concentragdes em animais controles nao
infectados. As concentragdes cerebrais de 14,15-EET apos tratamento de animais
com MCE utilizando AUDA nao foram diferentes das concentracdes em animais que
receberam somente o veiculo;

e Animais com MCE apresentaram aumento significativo nas concentragdes
cerebrais de 14,15-DHET quando comparados a animais com MNC;

¢ Artérias cerebrais isoladas tanto de animais controles nao infectados quanto
de animais com MCE apresentaram respostas semelhantes a estimulos
vasodilatadores dependentes (metacolina) e independentes (nitroprussiato de sodio)
de endotélio e ao estimulo vasoconstritor com serotonina. A administracdo de L-NAME
inibiu o efeito vasodilatador da metacolina, mas nao o efeito do nitroprussiato de sddio
ou o efeito constritor da serotonina tanto em vasos de animais com MCE quanto em
vasos de animais controles ndo infectados;

e As artérias cerebrais tanto de animais controles ndo infectados quanto de
animais com MCE foram capazes de liberar NO em resposta ao estimulo
farmacologico com metacolina e essa liberagdo foi inibida apds a administragdo de L-
NAME;

¢ O plasma de animais com MCE por si s6 induziu a produgao de NO tanto

pelas artérias cerebrais de animais controles quanto de animais com MCE.
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L-arginine supplementation and
thromboxane synthase inhibition
increases cerebral blood flow in
experimental cerebral malaria

Aline S. Moreira?, Vanessa Estato?, David C. Malvar?, Guilherme S. Sanches?, Fabiana Gomes?,
Eduardo Tibirica*, Claudio Tadeu Daniel-Ribeiro* & Leonardo J. M. Carvalho*

Cerebral malaria pathogenesis involves vascular dysfunction with low nitric oxide (NO) bioavailability,
vasoconstriction and impaired vasodilation, leading to ischemia, tissue hypoxia and ultimately death.
Cerebral blood flow (CBF) involves NO and other pathways, including arachidonic acid (AA)-derived
metabolites. Here we show that mice with experimental cerebral malaria (ECM) by P. berghei ANKA
showed marked decreases in CBF (as assessed by laser speckle contrast imaging - LSCI) and that
administration of L-arginine supplementation (50 mg/kg) and/or of the thromboxane synthase inhibitor
Ozagrel (100 mg/kg) induced immediate increases in CBF. L-arginine in combination with artesunate
(32 mg/kg) induced immediate reversal of brain ischemia in the short-term (1 hour), but the effect
subsided after 3 and 6 hours. Neither L-arginine nor Ozagrel reversed blood brain barrier breakdown.
Mice with ECM showed brain levels of selected AA-derived metabolites with a vasoconstrictor profile,
with increased levels of 8-isoprostanes, 20-HETE and 14,15-DHET, whereas mice infected with a non-
ECM-inducing strain of P. berghei (NK65) showed a vasodilator profile, with normal levels of 20-HETE
and 14,15-DHET and increased levels of PGE2. L-arginine is capable of partially reversing cerebral
ischemia and AA metabolites may play a role in the cerebrovascular dysfunction in ECM.

Cerebral malaria, a deadly neurological complication of Plasmodium falciparum infection, shows features of
a severe vasculopathy, which results in impaired perfusion, ischemia and hypoxia'-*. In addition to microvas-
cular congestion, endothelial dysfunction has been shown to occur in severe malaria possibly contributing to
ischemia®. Patients with severe malaria show low nitric oxide (NO) bioavailability resulting in impaired micro-
vascular function®’. Low levels of the NO synthase (NOS) substrate L-arginine and of the NOS cofactor tetrahy-
drobiopterin are also observed®-'°, as well as disruption of NOS substrate/inhibitor homeostasis, all these factors
limiting NO production''2. These findings prompted the proposal of L-arginine supplementation as a tool to
improve vascular function in severe malaria and a number of safety and efficacy studies have been conducted in
recent years'>-'°,

Vascular congestion and endothelial dysfunction are also observed in experimental cerebral malaria (ECM)
by Plasmodium berghei ANKA infection in susceptible mice. Low NO bioavailability with hypoargininemia have
been shown to be associated with pathogenesis'¢, and administration of exogenous NO donors prevented the
neurological syndrome, ameliorating vascular function and decreasing vascular inflammation and congestion'!”.
ECM is associated with marked cerebral ischemia caused in part by widespread cerebrovascular constriction,
which was ameliorated and even reversed with vasodilator drugs such as nimodipine and glyceryl trinitrate, when
given as adjuvant therapy combined with artemisinin derivatives'®-?'. Moreover, pial vessels of mice with ECM
present impaired vasodilator responses to acetylcholine and N-methyl-D-aspartate (NMDA), which induce vas-
odilation through mechanisms involving endothelial and neuronal NOS (eNOS and nNOS), respectively, indicat-
ing that both NO-producing enzyme isoforms are dysfunctional in ECM?2. Importantly, cerebrovascular dilation

!Laboratory of Malaria Research, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil. 2Laboratory of
Immunopharmacology, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil. *Department of Physiological
Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro, BR 465/Km 07, 23897-000 Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil.
“National Institute of Cardiology, Rio de Janeiro, Brazil. Correspondence and requests for materials should be
addressed to L.J.M.C. (email: leojmc@ioc.fiocruz.br)
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Figure 1. Cerebral blood flow (CBF) of mice with experimental cerebral malaria (ECM) and uninfected
controls. CBF (measured as arbitrary perfusion units, APU) of mice with ECM (n = 16) and uninfected control
mice (UNINE n=11). Mice were anesthetized with urethane, kept at 36 °C, had the skull exposed and were
subjected to laser speckle contrast imaging (LSCI) measurements of CBE. Mice with ECM showed significant
decreases in CBF (p < 0.0001). Data are presented as mean =+ standard deviation. Images at the bottom are
representative of CBF for each group as acquired by LSCL.

was restored with direct L-arginine superfusion in pial vessels”’, and systemic administration of L-arginine at

various doses were shown to partially reverse or prevent the aggravation of cerebral vasoconstriction in ECM, and
in association with artesunate increased survival of mice with late stage disease?*.

NO is a central and ubiquitous modulator of vascular tone, but regulation of cerebral blood flow (CBF) is
highly complex and involves a number of vasoactive molecules that control blood supply to the different areas
of the brain according to demand, in a close interplay with NO biology***. Among these pathways, the balance
of vasoactive arachidonic acid (AA) metabolites plays important roles in CBF regulation. Under hypoxic and
pro-oxidant conditions, AA may undergo non-enzymatic oxidation and generate potent constrictive metabolites
such as isoprostanes?*?”. In addition, AA is the substrate for several enzymes that generate vasoactive metabo-
lites, which may have either vasodilator (e.g., prostaglandin E2 [PGE2], epoxyeicosatrienoic acid [EET]) or vaso-
constrictor (e.g., 20-hydroxyeicosatetraenoic acid [20-HETE], thromboxane A2 [TxA2], leukotrienes) activities.
Therefore, cerebrovascular constriction in ECM could be at least in part explained by excessive generation of
AA metabolites with a vasoconstrictor profile. In human malaria, lower levels of the vasodilator PGE2 corre-
lated with disease severity”®, and reduced PGE2 was shown to occur through hemozoin-induced inhibition of
cyclooxygenase-2 (COX-2) in mononuclear cells via an interleukin-10-dependent mechanism?. In ECM, sick
mice had increased phospholipase A2 mRNA expression in the spleen, and treatment of mice with the prostaglan-
din synthesis inhibitor aspirin was detrimental®’. Also, increased COX-2 expression in the brain was observed in
mice with ECM, but not in malaria-infected mice with no neurologic involvement?'.

In the present study we investigated two different and interrelated approaches to reverse cerebral ischemia
in mice with late-stage ECM, asking: (a) whether the described effect of L-arginine in dilating cerebral vessels
or preventing the aggravation of vasoconstriction indeed results in substantial increases in cerebral blood flow
(CBF); (b) whether the pharmacological inhibition of the synthesis of the potent AA-derived vasoconstrictor
thromboxane A2, alone or in combination with L-arginine supplementation, results in increased CBF in ECM,
as a first effort to address the role of AA metabolites in ECM cerebrovascular dysfunction. We also determined
the levels of relevant AA metabolites (8-isoprostanes, TxA2, 20-HETE, PGE2, and 14,15-dihydroxy-5Z,8Z,11Z-¢
icosatrienoic acid [14,15-DHET]) in the brain of mice with ECM or infected with a P. berghei strain (NK65) that
does not cause ECM.

Results

Parasitemia and temperature. ECM mice that were used in the experiments were hypothermic, with
rectal temperatures between 31 °C and 36 °C. At the time of ECM, mice showed parasitemia ranging from 4.0% to
29.5%. In each experiment, rectal temperature and parasitemia did not differ between groups.

Mice with ECM show decreased cerebral blood flow (CBF). In line with our previous studies using
intravital microscopy'®*?, mice with ECM presented a marked decrease in CBF (mean: 199.9 & 30 APU) com-
pared to uninfected controls (mean: 272.5 +27 APU)), as verified by LSCI (Fig. 1).

Treatment with L-arginine increases CBF in mice with ECM.  We have previously shown that systemic
administration of L-arginine at different doses prevents aggravation and may even partially reverse cerebrovascu-
lar constriction in ECM?*. We asked whether this beneficial effect on pial vessels actually results in increased CBF
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Figure 2. Cerebral blood flow (CBF) of mice with experimental cerebral malaria (ECM) or uninfected mice
treated with L-arginine or saline. Percent change in CBF of mice with ECM (A) or uninfected mice (B) treated
with L-arginine (L-ARG) 50 mg/kg or vehicle (saline - SAL), 200 uL, subcutaneously. Mice were anesthetized
with urethane, kept at 36 °C, had the skull exposed and were subjected to laser speckle contrast imaging (LSCI)
measurements of CBF before and continuously after dosing, for 60 minutes. Mice with ECM that received
L-arginine (n=5) showed higher increases in CBF than mice that received saline (n= 6), at 30 and 60 minutes
(p=0.0071). Data are presented as median + interquartile range. Images at the bottom are representative of
CBF for each group as acquired by LSCI. Uninfected mice that received either L-arginine (n =4) or saline

(n=4) showed increased CBF at 60 minutes, however the difference between groups (L-arginine and saline) was
not significant.

as measured by LSCI. Indeed, administration of L-arginine 50 mg/kg resulted in a median 26.2% (IQR: 9-31%)
increase in CBF after 60 minutes, compared to a median 5.0% (IQR: -7-16%) increase in mice that received saline
(Fig. 2A). The effect of treatment in mice with ECM was more pronounced than the effect observed after admin-

istration of L-arginine to uninfected mice, which led to a median 8.7% (IQR: 5.3-16.4%) increase in CBF after
60 minutes (Fig. 2B).
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Figure 3. Cerebral blood flow (CBF) and thromboxane A2 levels (measured by detection of its derivative TxB2)
in mice with experimental cerebral malaria (ECM) treated with Ozagrel or saline. (A) Percent change in CBF in
mice with ECM treated with the thromboxane synthase inhibitor Ozagrel (OZA) 100 mg/kg or vehicle (saline

- SAL), 200 pL, subcutaneously. Mice were anesthetized with urethane, kept at 36 °C, had the skull exposed and
were subjected to laser speckle contrast imaging (LSCI) measurements of CBF before and continuously after
dosing, for 60 minutes. Mice with ECM that received Ozagrel (n=6) showed higher increases in CBF than

mice that received saline (n = 6), at 60 minutes (p = 0.032). Data are presented as median =+ interquartile range.
Images at the bottom are representative of CBF for each group as acquired by LSCI. (B) Thromboxane B2 (TxB2,
a stable metabolite of TxA2) levels in the brains of uninfected mice (UNINF), mice infected with P. berghei
NK65 (non-ECM), mice with ECM untreated (ECM), and after one hour of treatment with saline (ECM-SAL)
or Ozagrel (ECM-OZA). TxB2 levels were not different between the first four groups, but ECM mice that were
treated with Ozagrel showed a marked (>80%) decrease in TxB2 levels in relation to ECM mice untreated or
treated with saline (p < 0.0001). Data are presented as mean + standard deviation.

Treatment with the thromboxane synthase inhibitor Ozagrel increases CBF in mice with
ECM. Thromboxane A2 (TxA2) is one of the most potent vasoconstrictors acting in brain vessels, and also
induces platelet aggregation, both events observed in ECM. We asked whether administration of Ozagrel, a
thromboxane synthase inhibitor, to mice with ECM would lead to arteriolar relaxation and increased CBE In fact,
treatment of sick mice with Ozagrel (100 mg/kg) resulted in a significant increase in CBF (median: 16.8%; IQR:
10.3-23%) after 60 minutes, compared to mice receiving only vehicle (Fig. 3A). Brain levels of TxA2 (measured by
detection of its derivative TxB2) were not significantly different in mice with ECM compared to uninfected controls
or mice infected with a P. berghei strain (NK65) that does not cause ECM (“non-ECM”), although some ECM mice
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Figure 4. Cerebral blood flow (CBF) of mice with experimental cerebral malaria (ECM) treated with
L-arginine and Ozagrel combined. Percent change in CBF in mice with ECM treated with L-arginine + Ozagrel
(L-ARG + OZA, 50mg/kg and 100 mg/kg, respectively) or vehicle (saline - SAL), 200 uL, subcutaneously. Mice
were anesthetized with urethane, kept at 36 °C, had the skull exposed and were subjected to LSCI measurements
of CBF before and continuously after dosing, for 60 minutes. Mice with ECM that received the combination

of L-arginine and Ozagrel (n=7) showed higher increases in CBF than mice that received saline (n=6), at

60 minutes (p =0.0463). Data are presented as median =+ interquartile range.

showed very high levels (Fig. 3B). In any case, brain TxA2 levels plummeted upon administration of Ozagrel to mice
with ECM (an 80% decrease compared to mice with ECM before treatment or after treatment with saline) (Fig. 3B).

Combined administration of L-arginine and Ozagrel has no additive or synergistic effects.
Because both Ozagrel and L-arginine induced marked increases in CBF after 60 minutes in mice with ECM,
we asked whether combination of the two compounds would have any additive effect. The combination in fact
induced an increase in CBE, however it was not superior to each compound administered alone (Fig. 4).

Treatments with Ozagrel or L-arginine combined with artesunate do not reverse breakdown
of the blood-brain barrier (BBB) in mice with ECM.  Mice with ECM showed increased Evans blue dye
extravasation to the brain 6 h after saline administration, indicating breakdown of the BBB (Fig. 5A). Treatment
with artesunate plus Ozagrel or L-arginine did not have any effect on dye extravasation (Fig. 5A). No significant
changes in wet brain weight were observed in mice with ECM before or after treatment with artesunate plus
saline, L-arginine or Ozagrel, in relation to uninfected control mice (Fig. 5B). Artesunate was capable of decreas-
ing parasitemia by nearly half in all treated groups 6 hours after treatment (Fig. 5C).

Treatment with L-arginine in combination with artesunate improves CBF and prevents aggra-
vation of cerebral ischemia in mice with ECM.  Since L-arginine showed better performance in increas-
ing CBF in mice with ECM, we asked whether this effect could be sustained in a setting of adjuvant therapy
with artesunate. Mice with ECM were treated with artesunate (32 mg/kg, intraperitoneal) and either saline or
L-arginine 50 mg/kg and CBF was checked at 1 hour, 3 hours and 6 hours. At the 1-hour timepoint, animals that
received artesunate plus L-arginine showed increased CBF (mean 25.2 4 13%) in relation to ECM mice before
treatment, and CBF in this group was significantly higher than in mice receiving artesunate plus saline (Fig. 6).
Indeed, CBF of ECM mice treated with artesunate plus L-arginine at 1 hour was not different from that of unin-
fected controls, showing that the treatment reversed ischemia. The effect of L-arginine treatment was transient,
as at the 3- and 6-hour timepoints CBF returned to pre-treatment levels and was not different from animals that
received saline.

Mice with ECM show increased levels of vasoconstrictor AA metabolites in the brain. As
described above, TxA2 levels were not changed in mice with ECM, but inhibition of TxA2 production by Ozagrel
in these mice induced substantial increases in CBF (Fig. 3). We asked whether the cerebrovascular constriction
observed in ECM could be associated with a dysregulation of other AA metabolites in the brain. Indeed, mice
with ECM showed marked increases in the levels of the potent vasoconstrictor 20-HETE (Fig. 7A) and also of
14,15-DHET (Fig. 7B) in relation to uninfected controls, whereas the levels of these AA metabolites did not
change significantly in mice infected with Plasmodium berghei NK65, which does not cause cerebral malaria
(non-ECM mice). On the other hand, brain levels of the vasodilator AA metabolite PGE2 were increased in the
brain of non-ECM mice and unchanged in mice with ECM in relation to uninfected controls (Fig. 7C). Brain lev-
els of 8-isoprostanes, which are vasoconstrictor AA metabolites generated non-enzimatically by oxidative stress,
were increased in mice with ECM as well as in mice infected with PbNK65 compared to uninfected animals
(Fig. 7D). We also asked whether inhibition of thromboxane synthase (which, like PGE2 synthase, uses PGH as
substrate) by Ozagrel might influence the levels of PGE2 and 8-isoprostanes. Ozagrel treatment did not affect the
levels of PGE2, but led to decreased levels of 8-isoprostanes (Fig. 7C,D). Overall, these findings suggest that mice
with ECM indeed present a shift in AA metabolism favouring the production of vasoconstrictor over vasodilator
metabolites, and that a better balance is achieved by mice infected with a non-ECM-inducing parasite.
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Figure 5. Blood brain barrier permeability, brain weight and parasitemia in mice treated with artesunate plus
L-arginine or Ozagrel. (A) Blood brain barrier permeability measured by concentration of extravasated Evans
blue dye in brain tissue. Evans blue dye was intravenously injected in mice 5hours after treatment and allowed
to circulate for one hour and then mice were subjected to euthanasia and the brain harvested. All groups, mice
with ECM untreated (ECM) or treated with artesunate (AS) plus either saline (SAL), L-arginine (L-ARG) or
Ozagrel (OZA), showed increased permeability (high levels of Evans blue) compared to uninfected control
mice (UNINF) (p <0.0001) (n=8-15 mice per group). There were no differences between the infected groups,
treated or not. (B) Wet brain weight of the brain of uninfected and mice with ECM untreated or treated with
artesunate plus saline, L-arginine or Ozagrel. No signiﬁcant differences in brain weight were observed between
the groups. (C) Effect of artesunate treatment on the parasitemia of mice with ECM treated with artesunate plus
saline, L-arginine or Ozagrel. In all groups, artesunate led to a reduction of around 40% in parasitemia after
6hours. Data are presented as mean =+ standard deviation.
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Figure 6. Cerebral blood flow (CBF) in mice with ECM treated with artesunate plus L-arginine or saline.
CBF (measured as arbitrary perfusion units, APU) in mice with ECM treated with artesunate (AS) 32 mg/kg,
intraperitoneally and either L-arginine (L- ARG) 50 mg/kg or vehicle (saline - SAL). Mice were anesthetized
with urethane, kept at 36 °C, had the skull exposed and were subjected to LSCI measurements of CBE
Measurements were made in separate groups of animals 1 hour, 3 hours and 6 hours after treatment, and shown
as bars in the figures (n = 4-8 mice per group). The mean + standard deviation of CBF of uninfected control
mice (UNINF) or mice with ECM untreated are shown as dotted lines (mean) and coloured horizontal boxes
(standard deviation; pale green for uninfected controls and pale red for mice with ECM), to allow comparison
throughout the timepoints. Comparisons were made between the treated groups (SAL versus L-ARG) at each
timepoint. Mice treated with artesunate plus L-arginine showed higher CBF than mice treated with artesunate
plus saline at 1 hour (p = 0.0262). Data are presented as mean =+ standard deviation.

Discussion

Cerebral malaria is a severe vasculopathy characterized by phenomena such as blockade of the cerebral microcir-
culation by pRBCs and leukocytes, inflammation, endothelial activation and dysfunction, ischemia/hypoxia and
breakdown of the blood-brain barrier with resulting edema. We have previously shown that ECM is associated
with a process of cerebrovascular constriction that limits CBE, and that this process is characterized by low NO
bioavailability and endothelial and neuronal nitric oxide synthase (NOS) dysfunction!”!*?232, Recently, we have
shown that direct superfusion of the NOS substrate L-arginine on pial vessels of mice with ECM induced imme-
diate dilation. Moreover, systemic administration of L-arginine, combined or not with artesunate, was shown to
prevent aggravation of cerebrovascular constriction. These benefits of L-arginine on cerebral microcirculation
were associated with increased survival®.

In the present study we showed that the previously observed pial vasoconstriction in mice with ECM was
indeed paralleled by a marked decrease in CBE. In human CM, cerebral ischemia has been suggested by findings
of vascular occlusion mainly in post-mortem studies and also in retinoscopy and magnetic resonance imag-
ing (MRI) analyses®-**. Plasmodium berghei ANKA-infected mice develop a neurological syndrome (ECM) that
resembles more the pediatric than the adult human CM, with vascular occlusion, brain edema and breakdown
of the blood brain barrier'®*. Impaired brain perfusion has been shown in ECM using MRI and brain intravital
microscopy'®!%23, Therefore, vascular dysfunction and occlusion leading to ischemia seem to be critical factors
in the pathogenesis and lethality of cerebral malaria, and interventions to restore cerebral perfusion are expected
to impact patient’s survival and recovery. In human severe and moderately severe malaria, infusion of L-arginine
improved peripheral vascular responses and increased NO bioavailability'*'>*’. Limitations of human CM stud-
ies, however, makes it difficult to assess the vascular and blood flow responses where it is highly relevant, in the
brain. Therefore, the finding of the present study that L-arginine infusion indeed results in immediate increases
of CBF in ECM is of critical importance.

When used in combination with artesunate as adjunctive therapy to ECM, again L-arginine was found to
induce increased CBF in the short-term (1 hour) in mice with ECM, actually restoring cerebral perfusion to levels
not different from uninfected controls. The increase in CBF subsided 3 and 6 hours after treatment. Although
transient, this initial reversal of cerebral ischemia may help the very sick mice with late-stage ECM to preserve
brain function better than mice receiving only artesunate. Indeed, this effect of L-arginine on CBF is associated
with increased survival®.

NO is a central regulator of vascular tone and therefore an obvious target in diseases running with low NO bio-
availability and vascular dysfunction such as cerebral malaria. However, regulation of CBF in the brain is highly
complex and a number of mechanisms act in concert affecting vascular tone****, Astrocytes play a central role in
this process. In physiological conditions, following signalling by neuron-derived glutamate, metabotropic recep-
tors on astrocytes are engaged, increasing intracellular Ca* * and activating phospholipase A2 (PLA2), which
releases arachidonic acid (AA) from membrane phospholipids. AA can then be processed by different enzymes
such as ciclooxygenases, lipoxygenases, CYP450 epoxygenases, and downstream by others such as thromboxane
synthase, leading to the generation of vasoactive derivatives. Depending on the pathways that are activated, vas-
odilator or vasoconstrictor responses will ensue leading to respectively increased or decreased blood flow to the
specific area of the brain where the response is taking place****. In ECM, cerebrovascular constriction leading to
ischemia is observed at the late stages of the disease. In addition to low NO bioavailability, it has been shown that

SCIENTIFICREPORTS|

(2019) 9:13621 | https://doi.org/10.1038/541598-019-49855-x

112



www.nature.com/scientificreports/

A 1,000,001 B 1,000,00! *
> 3
S 100,00 o 100,00
-
w
= 10,00 1 l:';J 10,00 L
w =) ’
z 3
=) 1,00 0
« . 1,00
3
100 T oo
« N N LA,
& O O & N >
S o“g’ M \\\‘\ & <&
< o°
<
C 8,000+ D 2,000-
*
| Ry |
8 * *
6,000 1,500
o5 ,
> 2 )
o I
u?.t.ooo- —I— T 3 1,000
g ] NN
2,000 \ Q500
<
| > |
0 T \\\ 0-
& S & & > >
o“\e é’o S ‘}917 0\;\\\ os,,o S *91?
& 00 N é;

Figure 7. Levels of arachidonic acid metabolites in the brain of mice with ECM. Uninfected control mice
(UNINF), mice infected with P. berghei NK65 (non-ECM) and mice with ECM were subjected to euthanasia
and had the brains harvested and processed for measurement of selected arachidonic acid metabolites (20-
HETE, 14,15-DHET, PGE2 and 8-isoprostanes) by ELISA. In the case of PGE2 and 8-isoprostanes, brain
samples from mice with ECM treated with Ozagrel (OZA) were also assayed (n= 11-20 mice per group, in two
independent experiments). (A) Mice with ECM showed marked increases in the brain levels of 20-HETE in
relation to uninfected control and non-ECM mice (p=0.0031). (B) Mice with ECM showed marked increases
in the brain levels of 14,15-DHET in relation to uninfected control and non-ECM mice (p = 0.0005). (C) Non-
ECM mice showed increased levels of PGE2 in relation to uninfected controls and mice with ECM (p = 0.0274).
ECM mice treated with Ozagrel (ECM-OZA) showed PGE2 levels similar to uninfected controls. (D) Mice with
ECM and non-ECM showed increased levels of 8-isoprostanes in relation to uninfected controls (p = 0.0055).
There was no difference between the levels of 8-isoprostanes between ECM and non-ECM mice. Mice with
ECM treated with Ozagrel showed 8-isoprostane levels similar to uninfected controls. Data are presented as
mean =+ standard deviation.

potent vasoconstrictors such as endothelin-1 are increased in ECM*’, and that vasoconstrictor leukotrienes were
deleterious, whereas vasodilator prostaglandins were beneficial, in ECM3**!. These findings suggest that ECM
pathogenesis might disturb AA metabolism in the brain, leading to predominant generation of vasoconstrictor
over vasodilator AA metabolites, and that this disturbance would contribute to the decreased CBF observed in
these animals. The data presented in present study are in agreement with this assumption.

We first explored the effect of thromboxane synthase inhibitors in the brain thromboxane A2 (TxA2) con-
centration and in CBF of mice with ECM. TxA2 is a potent vasoconstrictor produced by astrocytes as well as by
activated platelets. Little is known about any role of TxA2 in ECM pathogenesis, although an early hypothesis
proposed that TxA2 would exert deleterious effects in malaria through its vasoconstrictor and platelet aggre-
gation properties whereas prostacyclin, with the opposite profile, would be protective®'. A recent study with a
limited number of plasma samples from uncomplicated and severe malaria patients indicated that TxA2 plasma
levels were lower in malaria than in uninfected healthy controls*>. However, plasma levels of TxA2 may be more
representative of systemic production by platelets, whereas the local astrocyte source may be more relevant for
the brain levels as measured here. Our data showed that mice with ECM present variable levels of TxA2 in the
brain, in some cases very high levels, but overall no significant differences were observed when compared to unin-
fected controls or mice with non-cerebral malaria. However, systemic administration of the thromboxane syn-
thase inhibitor Ozagrel caused a marked decrease in brain TxA2 levels in mice with ECM and this was associated
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with increased in CBF as measured by LSCI. These data suggest that blocking even the basal TxA2 generation
in the brain can be of benefit to reverse vasoconstriction and restore blood flow in mice with ECM. In addition,
it is possible that Ozagrel may present off-target effects and induces increased CBF by mechanisms other than
thromboxane synthase inhibition.

The AA-related pathways of CBF control do not act independently, but in a balance between their own prod-
ucts and in concert with a number of other pathways, including NO production by endothelial cells and neu-
rons*!. NO influences and is influenced by different AA metabolites. For instance, NO inhibits 20-HETE synthesis
and therefore induces vasodilation by this mechanism*. Also, low NO bioavailability can be associated with
activation of thromboxane receptors, and NOS inhibition increases TxA2 production***. Conversely, increased
NO production suppresses TxA2 release. We therefore asked whether combining the treatments targeting differ-
ent pathways (increasing NO with L-arginine and decreasing TxA2 with Ozagrel) would result in an additive or
synergistic effect. However, the combination resulted in an increase in blood flow that was not better than each
treatment alone. This finding may be explained by the very fact that the different pathways of CBF regulation
actually interact and are redundant and complementary.

Low NO bioavailability and increased levels of TxA2 affect vascular diameters, inducing vasoconstriction, and
can also lead to increased vascular permeability and breakdown of the blood-brain barrier, a hallmark of ECM?,
We asked whether L-arginine or Ozagrel treatments might have a benefit on this parameter, in addition to the
effects on CBE. However, ECM mice treated with artesunate and either L-arginine or Ozagrel showed cerebral
vascular leakage of Evans blue dye similar to untreated ECM mice or ECM mice treated with artesunate and saline
indicating no benefit effect of these drugs on breakdown of the blood-brain barrier.

In addition to CBF and blood-brain-barrier permeability, L-arginine supplementation may affect many other
parameters that were not assessed in this study. For instance, in addition to NO synthesis it may affect the urea
cycle as well as protein and polyamine synthesis, potentially affecting ECM treatment outcome. Polyamines, for
instance, have been shown to be important for malaria parasites and also in the physiology and metabolism of the
nervous system**“’. Both human and mouse cerebral malaria cause depletion of arginine, citrulline and ornith-
ine, due to a marked decrease in arginine appearance®. It is possible that ornithine depletion can also result from
increased conversion to polyamines, proline and glutamate, and these pathways may be affected by L-arginine
supplementation. Further research is needed to explore these mechanisms.

Since thromboxane synthase inhibition was shown to increase CBF in mice with ECM, we assessed how
the disease affected the levels of other relevant vasoactive AA metabolites. First, mice with either ECM or
non-cerebral malaria presented increased levels of 8-isoprostanes compared to uninfected controls. The
8-isoprostanes are generated by non-enzymatic oxidation of AA**%, therefore malaria infection per se induced
significant oxidative stress. Increased plasma and urine levels of 8-isoprostanes have been reported in human and
mouse severe malaria®-*2. 8-isoprostanes are recognized as potent vasoconstrictors**->* and, interestingly, cause
toxicity on endothelial cells, which was related to increased TxA2 formation and was prevented by thromboxane
synthase inhibitors®. This is consistent with the finding in this study that treatment of mice with ECM with the
thromboxane synthase inhibitor Ozagrel led to decreased levels not only of TxA2 itself but also of 8-isoprostanes.
The mechanism by which Ozagrel causes a decrease in 8-isoprostane levels in ECM, however, is not clear. Since
8-isoprostanes are generated non-enzymatically by oxidative stress**°, improved CBF and hence improved tis-
sue oxygenation and washout of metabolic waste resulting from Ozagrel treatment may contribute to decreasing
oxidative stress and 8-isoprostane formation in the brain. Further research is needed to address these possibilities,
and also to determine whether Ozagrel and also L-arginine treatments affect the levels of other AA metabolites
such as 20-HETE and 14,15-DHET.

Since both ECM and non-ECM mice showed increased levels of brain 8-isoprostanes, it appears that this
mediator cannot per se be associated with the pathogenesis of ECM, or in the cerebral vasoconstriction observed
in this syndrome'?. Nevertheless, the brain levels of the enzymatically-generated AA derivatives indicate that
in ECM the balance leans towards a vasoconstrictor over a vasodilator response, and the opposite occurs in
non-ECM. ECM mice showed increased levels of 20-HETE and 14,15-DHET, while keeping levels of PGE2
unchanged. Conversely, non-ECM mice showed increased levels of PGE2 and no significant changes in 20-HETE
and 14,15-DHET levels.

The profile of PGE2 response - increased in non-ECM and unchanged in ECM - is in line with previous stud-
ies showing that prostaglandins are protective in ECM. One study showed that mice with ECM had increased
phospholipase A2 mRNA expression in the spleen, and that treatment of mice with the prostaglandin synthesis
inhibitor aspirin was detrimental®’. Another study showed that increased COX-1 expression was observed in
models of cerebral and non-cerebral malaria, whereas increased COX-2 expression in the brain was observed
only in mice with ECM?!. As in the case of treatment with aspirin, treatment with the COX-2 inhibitor cel-
ecoxib was detrimental. In human malaria, lower levels of PGE2 were also correlated with disease severity?®, and
reduced PGE2 was shown to occur through hemozoin-induced inhibition of COX-2 in mononuclear cells via an
interleukin-10-dependent mechanism®. PGE2 is an important inflammatory mediator, but it is also a key vasodi-
lator molecule produced to regulate blood flow in the brain. Therefore, the increased levels of PGE2 observed in
non-ECM but not in ECM mice could be protective, helping to prevent cerebral vasoconstriction.

The brain levels of 14,15-DHET were increased in mice with ECM, but not in non-ECM. The magnitude of
the increase was substantial, with ECM mice showing on average several fold increases in relation to non-ECM
mice and to uninfected controls. 14,15-DHET is a major metabolite of epoxy-eicosatrienoic acids (EETs), which
are produced by the conversion of AA by CYP450 in astrocytes. EETs are vasodilator AA metabolites, with critical
roles in the regulation of CBF in physiological conditions®’. EETs are metabolized by soluble epoxide hydrolases
(sEH) to inert products such as 14,15-DHET. Increased activity of sSEH, generating increased levels of DHETS,
therefore prevents the vasodilator action of EETs, resulting in vasoconstriction®. Indeed, patients with vascular
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cognitive impairment were shown to exhibit increased sSEH expression and increased levels of 14,15-DHET in the
cerebral microcirculation®.

Finally, the levels of the potent vasoconstrictor 20-HETE were also markedly elevated in mice with ECM.
Whether low NO bioavailability, known to occur in ECM, plays a role in generating high levels of 20-HETE, as
observed in this study, as it prevents physiological inhibition of CYP4A, or it is the opposite, that is, ECM induces
increased production of 20-HETE that in turn promotes low NO bioavailability and endothelial dysfunction, or
both, remains to be demonstrated. But all these data are consistent with a pro-vasoconstrictor ambiance in ECM.

In summary, the data presented here further confirm that L-arginine supplementation results in transient but
relevant reversal of cerebral ischemia in ECM. The data also demonstrate that the balance of selected vasoactive
AA metabolites, produced in the neurovascular unit and known to play key roles in the regulation of CBE, is
altered in mice with ECM, assuming a vasoconstrictor profile, whereas non-ECM mice present a vasodilator
profile. Targeted inhibition of a selected AA-derived vasoconstrictor, thromboxane A2, led to immediate increase
in CBE, which was not further incremented by concomitant NO-inducing treatment strategy (L-arginine). The
data presented here indicate that more in-depth characterization of neurovascular unit alterations in ECM and
its manipulation may provide new insights on ECM pathogenesis and therapeutics, particularly in relation to
vascular pathology.

Material and Methods

Animals. Eight-to-ten-week-old female C57BL/6 mice (18-20g) from the Fundagio Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) breeding unit (ICTB) were used for the studies. The animals were kept at constant temperature
(22-24°C) with free access to chow and water in 12-hour light/dark cycle. All experiments were performed in
accordance with relevant guidelines and regulations. The Animal Welfare Committee of the FIOCRUZ under
license number LW33/10, LW29/13 and L-037/15 (CEUA/FIOCRUZ) approved the experiments in these studies.

Parasites and infection. C57BL/6 red blood cells infected with Plasmodium berghei ANKA expressing the
green fluorescent protein (PbA-GFP, a donation from the Malaria Research and Reference Reagent Resource
Center-MR4, Manassas, VA; deposited by C.J. Janse and A.P. Waters; MR4 number: MRA-865) or Plasmodium
berghei NK65 (PbNK65) previously kept in liquid nitrogen were thawed and intraperitoneally (i.p.) inoculated
into healthy mice that served as parasite donor for the infection of experimental groups. Eight-to-ten-week-old
female C57BL/6 mice were intraperitoneally inoculated with 1 x 10° red blood cells parasitized by PbA (PbA-GFP
pRBC) or with 1 x 10 PbNK65 pRBC (day 0 of infection). Parasitemia was checked by microscopical examina-
tion of Giemsa-stained blood smears or by flow cytometry (PbA-GFP). For rectal temperature measurement, a
thermocouple probe (Oakton® Acorn TM; Oakton Instruments, IL, USA) was used. On day 6 post-infection,
PbA-infected animals with rectal temperature range between 31 and 36°C were used in the study”’.

Treatments. A first set of experiments was designed to verify the short-term (1 h), immediate CBF responses
to each drug (L-arginine, Ozagrel, isolated or combined) or control vehicle (saline) in mice with late-stage ECM.
On day 6 after inoculation, parasitemia and rectal temperature were checked. Mice presenting hypothermia (31—
36 °C), which indicates late-stage ECM, were randomly assigned to drug (L-arginine and/or Ozagrel) or control
(saline) groups. The parasitological (parasitemia) and clinical (rectal temperature) data were compared a poste-
riori between groups to verify eventual bias in group assignment. Mice received L-arginine (Tocris Bioscience,
Ellisvile, MO, USA) 50 mg/kg, and/or the thromboxane synthase inhibitor Ozagrel (Tocris Bioscience) 100 mg/kg,
in saline, in final volume of 200 1L, subcutaneously (s.c.). Control mice received 200 pL of saline. For the assess-
ments (CBF and vascular permeability) requiring longer delays (1-6 hours) between treatment and measure-
ments, L-arginine, Ozagrel or saline were given as described above, in combination with artesunate (Sigma) given
intraperitoneally at 32 mg/kg in 5% sodium bicarbonate solution. The dose and treatment scheme for artesunate
were defined in a previous study*’. Since continuous intravenous infusion, as done in humans, is not practical in
mice, a higher single daily intraperitoneal dose of artesunate was implemented to achieve fast parasite clearance.

Analysis of microvascular cerebral blood flow. Microvascular cerebral blood flow was evaluated using
alaser speckle contrast imaging system (LSCI) (Perimed, Jarfalla, Sweden). LSCI provides a perfusion index pro-
portional to the concentration and mean velocity of red blood cells. This methodology allows to quantify cortical
blood flow changes with excellent spatial and temporal resolution®¢!. On day 6 post-infection animals with rectal
temperature range between 31 and 36 °C were anesthetized with urethane (Sigma, USA) 2 mg/g i.p.. Mice had
their scalp retracted and the skull exposed and were positioned under a LSCI light with a 785 nm wavelength. The
body temperature of animals was kept at 36 °C using a thermostatic heating pad (Harvard Apparatus). The dis-
tance between the laser light source and the skull was 10 cm as recommended by the manufacturer. To assess the
microvascular cerebral blood flow in real time, a region of interest (ROI) was defined, covering almost the entire
area available for imaging, and the same ROI was used for all the animals used in the study. For the short-term
(1h) assessments, measurements of cerebral blood flow were performed before (baseline) and after the interven-
tion (treatment) continuously for 60 minutes. In case of longer term (3h and 6h) assessments, different groups
of mice were used for each timepoint. Analysis of six laser speckle images per second and relative cerebral blood
flow of all animals were acquired using Perisoft software (Perimed, Jarfalla, Sweden) and expressed as arbitrary
perfusion units (APU).

Brain eicosanoids extraction and determination of their concentrations by Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA). PbA-infected animals with ECM and PbNK65-infected mice were sub-
jected to euthanasia and had their brains harvested on day 6 post-infection. Similarly, groups of mice with ECM
treated with Ozagrel 100 mg/kg or saline had their brains harvested one hour after the treatment. Brains from
uninfected mice were used as control. The samples were immediately flash frozen in liquid nitrogen and stored at
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—70°C until processed. For eicosanoids determination, the brain was thawed, weighed and then homogenized on
ice with 1 mL of homogenization buffer [0.1 M sodium phosphate, pH 7.4, containing 1 mM of ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA) and 10pM indomethacin] using a tissue grinder (Corning). Samples were centrifuged at
20,000 ¢ for 30 min at 4 °C. The resulting supernatant (approximately 700 uL) was collected and mixed with the
same volume of ethyl acetate (Vetec) and acetonitrile (Vetec) mixture (1:1) and then vortexed for 45 seconds.
Samples were centrifuged again at 10,000 g for 15 min at 4°C. The resulting organic phase was collected, dried
using a speed vaccum (model iss110, Savant) for 3 hours and frozen at —70°C. On the day of the assay, the dry
samples were resuspended in 500 pL of enzyme immunoassay (EIA) buffer and the levels of TXB,, 8-isoprostanes
and PGE, were measured using EIA kits from Cayman Chemical and the levels of 20-HETE and 14,15-DHET
were measured using ELISA kits from Detroit R&D, according to the manufacturers’ instructions.

Blood-brain barrier permeability (Evans blue dye) assay.  Animals with ECM were treated with artesunate
(32mg/kg i.p.) and either saline s.c., L-arginine (50mg/kg s.c.) or Ozagrel (100 mg/kg s.c.). Five hours later animals
were anesthetized with urethane (2mg/g i.p.) and injected intravenously through orbital sinus with 150 uL of a 2%
solution of Evans blue dye (Sigma) in PBS 1. The dye was allowed to circulate for 1 hour and then the mice were
transcardiacally perfused with ice-cold saline (10mL) through the left ventricle. Animals were euthanized by decapi-
tation, the brain was harvested, weighed and then incubated in 3 mL of formamide (Sigma) for 48 hours at 37°C. The
amount of Evans blue dye in the formamide solution was measured in a spectrophotometer at a wavelength of 620nm.

Statistical analyses. All statistical analyses were performed using a statistical software package (Prism
7.0, GraphPad). To analyze parasitemia, body temperature and basal cerebral blood flow measurements a
two-tailed unpaired t-test was used. Student t-test with Mann-Whitney correction and two-way ANOVA were
used for analysis of cerebral blood flow before and after interventions. One-way ANOVA and Student t-test with
Mann-Whitney correction were used for ELISA and Evans blue dye assay data analysis. Data are presented as
mean =+ standard deviation, except in the case of percentual changes in blood flow, where median and interquar-
tile ranges (IQR) were used. P < 0.05 was considered statistically significant.
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¢ Vascular dysfunction associated with low nitric oxide (NO) biavailability and low plasma L-arginine
levels is observed in both human and experimental cerebral malaria (ECM). In ECM, cerebrovascular
i constriction results in decreased pial blood flow and hypoxia, and administration of NO donors reverses
. constriction and increases survival. Supplementation of L-arginine, the substrate for NO synthesis
i by NO synthases, has been considered as a strategy to improve vascular health and act as adjunctive
i therapy in human severe malaria. We investigated the effect of L-arginine supplementation on pial
¢ vascular tonus of mice with ECM after direct superfusion on the brain surface or systemic delivery.
i Pial arteriolar diameters of Plasmodium berghei-infected mice with implanted cranial windows were
: measured using intravital microscopy methods, before and after L-arginine administration. Systemic
. delivery of L-arginine was performed intravenously, at 10, 50, 100 and 200 mg/kg, as bolus injection
i orslowly through osmotic pumps, combined or not with artesunate. Direct superfusion of L-arginine
i (1077M,10~°M and 10~3M) on the brain surface of mice with ECM resulted inimmediate, consistent
¢ and dose-dependent dilation of pial arterioles. ECM mice showed marked cerebrovascular constriction
i that progressively worsened over a 24 h-period after subcutaneous saline bolus administration.
i L-arginine administration prevented the worsening in pial constriction at all the doses tested, and at
: 50mg/kg and 100 mg/kg it induced temporary reversal of vasoconstriction. Slow, continuous delivery
i of L-arginine by osmotic pumps, or combined bolus administration of artesunate with L-arginine, also
: prevented worsening of pial constriction and resulted in improved survival of mice with ECM. L-arginine
: ameliorates pial vasoconstriction in mice with ECM.

i L-arginine is an essential amino acid substrate required for the enzymatic production of nitric oxide (NO) by
i NO synthase (NOS) and its deficiency can impair the NO synthesizing machinery'. NO, being a physiologically
i important signaling molecule ubiquitously expressed in biological systems, can exert profound effects on the
i regulation of vascular function including blood shear stress-mediated smooth muscle relaxation and vasomotor
: tone, endothelial adhesion molecule expression, as well as platelet activation and aggregation”. Hypoargininemia,
i acondition described by L-arginine deficiency, is a common pathological hallmark shared by both human cer-
i ebral malaria (CM) and murine/experimental CM (ECM)*-¢, and has been associated with a high rate of CM
i case-fatality’. The mechanisms behind hypoargininemia are poorly understood, but recent studies have shown
i that plasma L-arginine depletion is driven primarily by a decreased rate of L-arginine, citrulline and ornithine
i appearance, and decreased conversion of citrulline to L-arginine. Both hypoargininemia and low NO bioavail-
! ability have been intimately linked to the pathogenesis of CM*’ and ECM®, which is characterized by a state of
i cerebrovascular dysfunction depicted by vasoconstriction, impaired vasodilation, inflammatory cells (e.g. leu-
i kocytes and platelets) adherence, endothelial damage, vascular leakage, haemorrhages, acidosis and hypoxia®-'°.
i L-arginine supplementation aimed at restoring NOS production of NO appeared to be capable of ameliorating
i endothelial dysfunction in severe malaria'"'?, and could thus be potentially applied as adjunctive therapy for CM/
i ECM treatment®. It may also be possible that L-arginine supplementation can be beneficial to cerebrovascular
¢ health by enhancing blood rheological properties in microvessels, for instance, through improving flow deform-
: ability of red cells infected by the malarial parasites'*.

¢ LaJolla Bioengineering Institute, La Jolla, CA, USA. *Laboratory of Malaria Research, Instituto Oswaldo Cruz,
i Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil. Correspondence and requests for materials should be addressed to L.J.M.C. (email:
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The correlation between an adjunctive therapy involving L-arginine aimed at restoring vascular health and its
efficacy of treating CM in patients appeared unclear. Following initial promising results'"'2, a clinical trial failed
to demonstrate a benefit of L-arginine in severe malaria despite safety of the treatment'. That study however
did suggest an inadequacy of the L-arginine dosage administered, and recommended increasing the L-arginine
dosage to achieve the desirable pharmacological effects of improving lactate clearance, restoring endothelial func-
tionality and enhancing treatment efficacy. Pharmacokinetics studies of L-arginine administration in patients
with moderately severe malaria have been performed' and a pharmacokinetic-pharmacodynamic model has
been developed'’, and indicated that recovery of endothelial function might increase with increased infusion
duration, and the percent time achieving therapeutic response increases with increasing L-arginine dose. In these
studies, reactive hyperemia-peripheral arterial tonometry (RH-PAT) index was used as a validated measure of
endothelial function and organ perfusion, and showed high variability in the malaria patients. In the case of CM
patients, acquiring an understanding of the L-arginine pharmacodynamics in terms of its cerebrovascular effects
in response to different dosing regimens would be necessary to ensure optimal delivery of this pharmacological
agent in eliciting the desired outcome with maximal potency. In the mouse model, preventative L-arginine admin-
istration did not significantly decrease the incidence of ECM*'® and high doses actually resulted in decreased
survival'®. It should be cautioned that these studies did not verify whether those administered schemes and dos-
ages exerted an effect on resuscitating the impaired cerebrovascular response in ECM. In other words, without
an assessment of cerebrovascular function in the murine brain, it remained elusive whether various modes of
systemic L-arginine administration (bolus/continuous delivery) or various dosage strengths tested are capable
of delivering pharmacologically effective amount of this agent to the brain to restore impaired cerebrovascular
reactivity and possibly avert the fate of ECM development. The above should be further emphasized since exoge-
neous sources of L-arginine supplementation would be inevitably susceptible to systemic degradation in the pres-
ence of intense in vivo inflammation associated with the malarial infection®. In addition, and importantly, the
above-described treatment regimes refer to ECM-preventative strategies; the effect of L-arginine administration
as adjunctive therapy in mice with established ECM in combination with antimalarial drugs has not been shown.

A cranial window superfusion method enabled local delivery of test compounds to the highly delicate brain
tissue of living mice with ECM?!, leading to the discovery that mice with ECM show impaired endothelial and
neuronal NOS (eNOS and nNOS)-mediated cerebrovascular dilatory responses, which were partially restored
by tetrahydrobiopterin (BH4) superfusion®. In the present study, this approach was used to deliver L-arginine
to the brain in order to assess the cerebrovascular reactivity to L-arginine so that systemic intravascular sources
of L-arginine degradation under an ECM setting can be minimized. In addition, by adopting a classical closed
cranial window model for visualization and monitoring of the cerebrovasculature during a treatment regime, we
seek to develop an understanding on how cerebrovascular reactivity in ECM mice could be influenced by differ-
ent systemic routes and regimes of L-arginine administration. In particular, we monitored reactivity of arterioles
in terms of their diameter change since these small resistive vessels can react dynamically to the application
of vasoactive agents which is critical to cerebral blood flow regulation. When an L-arginine delivery scheme
that can produce a significant beneficial effect on cerebrovascular tone (e.g. based on reversing vasoconstriction
by the greatest extent) in ECM was available, we further investigated whether this effect was sustainable when
applied in an adjunctive therapy setting with the anti-malarial drug, artesunate. Our findings demonstrated a
dose-dependent effect of L-arginine exposure on the recovery of impaired cerebrovascular reactivity upon direct
delivery to the brain tissue, however with variable responses following systemic administration, in combination
or not with artesunate treatment.

Results

Parasitemia, motor score and temperature. ECM mice that were used in the experiments were hypo-
thermic, with rectal temperatures ranging between 32 °C and 36 °C (uninfected controls: 39.1 & 0.5°C). They also
presented decreased motor scores (10 + 1.1; uninfected controls: 22.0 £ 0.6). At the time of ECM, mice showed
mean parasitemia of 13.9 =+ 3.6%).

Pial arteriolar diameter responses to L-arginine superfusion. Control experiments were performed
in uninfected mice to examine their pial arteriolar reactivity to the superfusion of L-arginine. As shown in
Fig. 1A, arteriolar diameters were relatively unchanged from their baseline over a range of L-arginine concentra-
tions tested (10~°M to 10-3M), implying that L-arginine supplementation (direct delivery at the brain surface) has
minimal effect on arteriolar vasomotor tone in healthy mice.

The pial arterioles of mice with ECM (day 6 of infection) were suffused with increasing concentration of
L-arginine (from 10~’M to 10~°M to 10-*M), with a superfusion duration of 30 minutes for each concentration
to ensure steady state arteriolar diameters were obtained before the next higher concentration of L-arginine was
delivered. A dose-dependent increase in arteriolar diameter from baseline was observed as L-arginine concen-
tration increased from 10-’M to 10~°M and then to 10~*M (Fig. 1B). Although our approach of cranial window
preparation for superfusion in this study did not permit us to assess the healthy baseline (prior to infection)
diameters of arterioles in mice that developed ECM, previous studies®* applying the classical closed cranial
window for monitoring of the brain vasculature during ECM had revealed a vasoconstrictory state of arterioles
from healthy baseline levels. This observation coupled with our present findings thus suggested that L-arginine
treatment may be capable of reversing or attenuating the vasoconstrictory profile in ECM.

Pial arteriolar diameter responses to intravenous infusion of L-arginine. It would be of interest to
evaluate if systemic introduction of L-arginine via the intravenous pathway is capable of reversing the pial arte-
riolar vasoconstriction in ECM mice, producing effects similar to those seen with cranial window superfusion.
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Figure 1. Pial arteriolar diameter responses to L-arginine superfusion in uninfected (A) and infected (B) mice.
L-arginine was introduced in incremental concentration (10~°, 10~ and 10~>M for uninfected mice and 107,
1073, 10*M for ECM mice), with a superfusion duration of 30 min for each concentration. Four mice were
investigated in each group. Total number of arterioles examined are 24 and 17 in (A,B), respectively. Diameter
changes are presented as a percentage of pre-treatment baseline. L-arginine superfusion at 10-*and 10—*M
induced significant (p < 0.05) increases in arteriolar diameters in ECM mice (B).

First, we looked at the pharmacodynamics response of L-arginine in terms of vessel diameter change from
pre-treatment levels (relative to day 0 healthy baseline diameters), at various time points (15min, 1h,3h, 6hand
24h) on day 6 of infection. ECM mice treated with saline were used as control. As shown in Fig. 2A-E, substantial
arteriolar constriction (between —21% and —35% from day 0 baseline) was generally found in mice with ECM
before L-arginine treatment. Arterioles of ECM mice treated with saline not only remained constricted through-
out the study period, but actually vasoconstriction worsened at the late time points of 3h, 6h and 24 h (going from
amean 22% constriction at pre-treatment to a mean 37% at 3h and 35% at 6h). On the other hand, L-arginine
treatment, at all dosages, was capable of preventing the aggravation in vasoconstriction at the time points of
3h and 6h. Moreover, at the doses of 50 mg/kg and 100 mg/kg, L-arginine was actually capable of ameliorating
vasoconstriction, promoting dilation at the 3h time point (in the case of 50 mg/kg, constriction went from a
mean 21% at pre-treatment to a mean 8% at 3h). At the 24h time point, constriction worsened in most groups.
Responses of individual vessels were variable. For instance, in the case of animals treated with L-arginine at
50 mg/kg, at the 3h time point, out of 30 arterioles analyzed, 16 dilated, 8 remained relatively stable and 6 showed
further constriction in relation to baseline. This response profile was in marked contrast with that observed in
ECM mice treated with saline. In this case, at the 3h time point, out of 14 arterioles analyzed, none dilated, 4
remained relatively stable and 10 showed further and mostly severe constriction. In uninfected mice, L-arginine
treatment did not significantly affect vessel diameter at all dosage strengths (Fig. 2F).

As shown, just by comparing vessel diameter changes in relation to their own respective pre-treatment values,
the effect of L-arginine treatment seemed rather small. However, when L-arginine treatment at each dose was
compared with the saline control in the corresponding time points, a marked effect was evident (Fig. 3). This was
true whether the response of individual vessels (Fig. 3A: 10mg/kg: p=0.0097; 50 mg/kg: p=0.0018; 100 mg/kg:
p=0.0001; 200mg/kg: p < 0.0001) or individual animals (Fig. 3B: 10 mg/kg: not significant, p=0.1072; 50 mg/kg:
p=0.0435; 100 mg/kg: p=0.01; 200 mg/kg: p < 0.0186) was accounted for. All four doses proved to be beneficial
at the 1h, 3h and 6h timepoints. In terms of magnitude, while an aggravation of vasoconstriction in the order of
16% at 3hours occurred after saline bolus administration, in ECM mice receiving 50 or 100 mg/kg of L-arginine
a vasodilation in the order of 15-21% was observed. There was no significant differences in the responses to the
doses of 50, 100 and 200 mg/kg, but each of these three doses induced a stronger response than the 10 mg/kg dose.

Pial arteriolar diameter responses to continuous subcutaneous delivery of L-arginine. ~ Small
infusion osmotic pumps were implanted subcutaneously on day 6 of infection to provide slow and continuous
L-arginine dosing (50 mg/kg/day) of ECM mice over a time period of 24h. Pial arteriolar diameter changes were
monitored at various time points: 15min, 1h, 3h, 6h and 24 h post treatment. L-arginine treatment of healthy
mice served as controls. Interestingly, continuous L-arginine delivery in healthy mice led to vasoconstriction
particularly at 3h and 6 h after treatment. This effect was found to subside with time (Fig. 4A). In mice with ECM,
continuous infusion of saline resulted in aggravation of vasoconstriction (Fig. 4B). On the other hand, continu-
ous L-arginine treatment prevented the aggravation in vasoconstriction, and even promoted vasodilation at the
1h time point, an effect that subsided thereafter (Fig. 4C). Again, compared with saline, continuous L-arginine
administration resulted in improved vascular responses (Fig. 4D, p =0.007).

Pial arteriolar diameter responses to L-arginine combined with artesunate. Our results above
revealed that systemic administration of L-arginine at 50, 100 and 200 mg/kg bolus injection intravenously
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Figure 2. (A-E) Pial arteriolar diameter responses to L-arginine treatment, given intravenously as a bolus
injection, in ECM mice. Each graph represent the responses to different dosages: (A) none (saline); (B) 10mg/

kg; (C) 50 mg/kg; (D) 100 mg/kg; (E) 200 mg/kg. Four mice were investigated in each dosage group. Each circle
represents an individual arteriole (total number per group varied between 14 and 30). Diameter changes are
presented relative (%) to their healthy baseline at day 0 prior to infection (dotted line). An asterisk (*) represents

a significant increase (p < 0.05) in diameter in relation to time zero (“Pre”), whereas a hashtag (#) represents a
significant decrease (p < 0.05) in diameter. (F) Pial arteriolar diameter responses to L-arginine treatment, given
intravenously as a bolus injection, in uninfected control mice. The bars represent the mean =+ standard deviation of
% diameter change of each group (saline or L-arginine 10, 50, 100 and 200 mg/kg) relative to pre-treatment.

produced the more pronounced effects on reversing the vasoconstriction in ECM mice. Therefore, it would be of
interest to evaluate if this beneficial effect on vasomotor tone in ECM mice can be maintained following imple-
mentation of an adjunctive therapy approach combining the above L-arginine delivery scheme with artesunate
administrated via i.p. ECM mice treated with saline plus artesunate served as control. As shown in Fig. 5, results
were similar to those observed when saline or L-arginine were given without artesunate (Fig. 2). Saline together
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Figure 3. Pial arteriolar diameter responses to L-arginine treatment, given intravenously as a bolus injection,
in ECM mice. The bars represent the mean =+ standard deviation of % diameter change of each group (saline or
L-arginine 10, 50, 100 and 200 mg/kg), in this case relative to pre-treatment (baseline defined as the arteriolar
diameters of mice with ECM on day 6, just before treatment). (A) Mean = standard deviation of % diameter
change of individual vessels. (B) Mean + standard deviation of % diameter change of individual animals (vessel
diameter changes averaged per animal). ECM mice that received saline showed aggravation of vasoconstriction
over time (1h, 3h, 6h and 24h). L-arginine prevented the aggravation of vasoconstriction (at all doses) and
even resulted in dilation (doses of 50, 100 and 200 mg/kg). The changes in diameter were significantly different
from the saline group for all doses at the timepoints of 1h, 3h and 6h (A) (10 mg/kg: p=0.0097; 50 mg/kg:
p=0.0018; 100 mg/kg: p=0.0001; 200 mg/kg: p < 0.0001) and for all doses except 10 mg/kg in (B) (10 mg/kg:
p=0.1072; 50 mg/kg;: p = 0.0435; 100 mg/kg: p=0.01; 200 mg/kg: p < 0.0186).

with artesunate failed to demonstrate any reversal in the vasoconstrictory state of ECM mice throughout the
observation period (24 h). In fact, pial arterioles became progressively more constricted from pre-treatment
(—21.5%) levels, reaching a maximal constriction (—42.3%) at the 6 h time point. In the case of mice with ECM
treated with the adjunctive therapy scheme combining L-arginine with artesunate, no aggravation in vasocon-
striction was observed (Fig. 5B). A substantial improvement in vascular responses is evidenced when L-arginine
versus saline treatments were compared at each timepoint (Fig. 5C, p=0.0102).

Survival outcomes of mice treated with L-arginine combined with artesunate. Groups of mice
presenting ECM were treated with artesunate (32 mg/kg) combined with either L-arginine (50 mg/kg) or saline.
Adjuvant therapy with L-arginine resulted in improved survival (68.6% versus 49.0% in the group of mice treated
with artesunate plus saline) (Fig. 6, p=0.047).

Discussion

L-arginine is a common substrate involved in the regulation of multiple physiological processes. As a precur-
sor of NO production, it is essential for the maintenance of vascular health. In many human pathologies, for
instance malaria infection, a state of L-arginine deficiency or hypoarginemia can exist which limits NO produc-
tion®. Underlying causes have been attributed to a plethora of factors such as an increase in enzymatic arginase
expression and activation by products of hemolysis and inflammatory reactions®** as well as inadequate renal
L-arginine adsorption or endogenous biosynthesis or recycling®. More recently, Alkaitis and coworkers showed
that increased arginase activity or impaired protein catabolism do not explain the low plasma L-arginine levels
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Figure 4. (A-C) Pial arteriolar diameter responses to slow continuous delivery of L-arginine (50 mg/kg/day)
given subcutaneously using osmotic pumps, in uninfected (A) and ECM mice receiving saline (B) or L-arginine
(C). Three to four mice were investigated in each group (A: 24 arterioles, B: 14 arterioles, C: 21 arterioles). For
uninfected healthy mice, diameter changes are presented with respect to their pre-treatment levels, whereas

for infected ECM mice diameter changes are presented with respect to their healthy baseline at day 0 prior to
infection. One mouse died in group C after timepoint 6 hours. An asterisk (*) represents a significant increase
(p < 0.05) in diameter in relation to time zero, whereas a hashtag (#) represents a significant decrease (p < 0.05)
in diameter in relation to time zero. (D) Mean = standard deviation of % diameter change of each group (saline
or L-arginine 50 mg/kg/h), in this case relative to pre-treatment (baseline defined as the arteriolar diameters

of mice with ECM on day 6, just before treatment). The changes in diameter in the L-arginine group were
significantly different from the saline group at the timepoints of 1h, 3h and 6h (p=0.007).

in severe malaria. Instead, decreased L-arginine and citrulline appearance seemed to be primarily responsible for
plasma L-arginine and citrulline depletion®. A lack of L-arginine abrogates NO production in the brain which in
turn can adversely compromise cerebrovascular function. A possible mechanism is the uncoupling of enzymes
synthesizing NO, the NO synthases (NOS), which can trigger a vicious cycle of exacerbated oxidative stress (e.g.
superoxides and peroxynitrite release) and diminished NO production. We have previously demonstrated that
both eNOS and nNOS are dysfunctional in ECM, leading to impaired pial arteriolar reactivity to acetylcholine
and N-methyl-D-aspartate (NMDA) stimuli, and shown that the dysfunction can be linked to cofactor BH4
depletion and associated with elevated oxidative stress and NOS uncoupling®. These findings, a priori, might
suggest a complex picture with multiple factors causing or impacting NOS dysfunction. The remarkable finding of
the present study is the demonstration that replenishment of the NOS substrate L-arginine directly to pial vessels
causes per se immediate and sustained dose-dependent dilation of constricted arterioles. This finding suggests
that a major reason for cerebrovascular dysfunction in ECM can be ascribed to L-arginine deficiency, indicating
that otherwise the NOS enzymes are functional even at an environment of oxidative stress and BH4 deficiency,
and therefore giving support to the prospect that a relatively simple intervention, that is, L-arginine supplemen-
tation, could restore cerebrovascular function in cerebral malaria, as proposed'!.

This proof of principle is highly relevant, however potential therapies to restore cerebrovascular function in
cerebral malaria will not be delivered directly to brain vessels and will have to deal with systemic delivery and all
its limitations, including targeting, pharmacokinetics, metabolism, degradation (e.g., oxidation), etc. In human
malaria, systemic infusion of L-arginine have shown mixed outcomes. Earlier studies with L-arginine infu-
sion in patients with severe or moderately severe malaria indicated that this intervention was safe and induced
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Figure 5. Pial arteriolar diameter responses to combinative therapy of (A) saline plus artesunate 32 mg/

kg and (B) L-arginine 50 mg/kg plus artesunate 32 mg/kg in ECM. Saline and L-arginine were intravenously
administered as a bolus injection. Three mice were investigated in each group (A: 16 arterioles, B: 13 arterioles).
One mouse died in group A after timepoint 6hours. An asterisk (*) represents a significant increase (p < 0.05)
in diameter in relation to time zero, whereas a hashtag (#) represents a significant decrease (p < 0.05) in
diameter in relation to time zero. (C) Mean = standard deviation of % diameter change of each group (saline or
L-arginine 50 mg/kg), in this case relative to pre-treatment (baseline defined as the arteriolar diameters of mice
with ECM on day 6, just before treatment). The changes in diameter in the L-arginine group were significantly
different from the saline group at the timepoints of 1h, 3h and 6h (p=10.0102).
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Figure 6. Survival outcomes of mice with ECM treated with artesunate 32 mg/kg (5 doses daily) and either
L-arginine 50 mg/kg (AS+ L-ARG, n=51) or saline (AS 4+ SAL, n=51). Results shown are the combination of
four different experiments. Survival was 68.6% in the group that received L-arginine versus 49.0% in the group
that received saline (p =0.047).

improvement in NO bioavailability (measured by exhaled NO levels) and vascular function (measured by reactive
hyperemia-peripheral arterial tonometry (RH-PAT)'"'2. However, in another study with severe malaria patients
infusion of L-arginine did not improve lactate clearance or endothelial NO bioavailability'*. Simulations of dosing
schedules using a pharmacokinetic-pharmacodynamic model predicted that increasing the L-arginine dose and
using regimens of continuous infusion over longer periods would result in improved efficacy"’.

In animal models of stroke, intravenous L-arginine infusion promotes nitric oxide-dependent vasodilation
and increases regional cerebral blood flow?*?”. The mouse model provides us with the opportunity to look at the
effect of systemic L-arginine supplementation directly on the brain vasculature, which is highly relevant for its
expected and presumptive effects in cerebral malaria. The doses chosen (10, 50, 100 and 200 mg/kg) were similar
to those used in human studies (the three higher doses equivalent to 3g, 6g and 12 g in patients weighing about
60kg), which showed the existence of a positive correlation between the extent of endothelial function recovery or
NO production and ascending doses of L-arginine used for treating patients with moderately severe malaria'. In
the present study, mice with ECM that received saline, with or without artesunate, showed progressive constric-
tion of pial arterioles over the observation period (24 h), confirming our previous observations with saline-treated
or artemether-treated mice?. On the other hand, the progression in the intensity of vasoconstriction was halted
when L-arginine was given to mice with ECM, with or without artesunate. In addition, at certain doses (especially
50 and 100 mg/kg), L-arginine administration even resulted in transient reversal of vasoconstriction. In terms of
magnitude, while an aggravation of vasoconstriction in the order of 16% at 3 hours occurred after saline bolus
administration, in ECM mice receiving 50 or 100 mg/kg of L-arginine a vasodilation in the order of 15-21% was
observed. This effect, although with some variation in magnitude, was seen whether L-arginine was administered
as a bolus, at slow continuous rate or in combination with artesunate. These data provide proof of principle that
systemic delivery of L-arginine can partially restore cerebrovascular responses in cerebral malaria. At the dosage
used, a continuous subcutaneous delivery system was attempted, but the effect was not better than that observed
with the bolus strategy. However, in the case of this continuous, slow delivery system, a dose-dependent response
still needs to be established, as reported with nimodipine and glyceryl trinitrate?>?%. In severe malaria patients,
no significant effect of L-arginine treatment given as slow infusion (1.5g/hr over 8 hrs) on lactate clearance and
NO production was observed'®. The lack of pharmacological response of L-arginine treatment was attributed to
the low concentration of L-arginine administered coupled with greater severity of the disease condition, such
that the biologically available quantity of L-arginine may not be pharmacologically effective which otherwise
highlighted the need for a higher dosage regime to demonstrate efficacy. Also, in the human studies of L-arginine
infusion in malaria patients, there was some concern of decreases in bicarbonate and pH due to the hydrogen and
chloride ion components of the L-arginine hydrochloride, the only formulation available for human use'>?®. The
present study was performed with a pure, non-hydrochloride-containing, L-arginine, which may have resulted
in improved responses.

Data from moderately severe malaria patients indicates that increasing the L-arginine dose coupled with infu-
sion regimens over longer periods may improve the vascular effects of L-arginine'”. In animal studies, a much
higher dose (1,500 mg/kg) resulted in exacerbation of cerebral malaria, with earlier mortality'®. However, in that
case, L-arginine was given as a preventative treatment, before or just after starting the infection, and therefore it is
not comparable to this study design. In similar preventative treatment studies with lower doses of L-arginine, the
exacerbation of the disease was not observed'®.

In the present study, although the outcome in terms of vascular diameters showed marked improvement in
L-arginine-treated as compared to saline-treated ECM mice, L-arginine either as monotherapy or combined with
artesunate showed variable responses, reversing constriction or inducing dilation in most but not all vessels or
animals. Further studies are necessary to understand the factors involved in these variable responses and optimize
the benefit of L-arginine supplementation on cerebrovascular health.
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When comparing saline-treated versus L-arginine-treated ECM mice, the beneficial effects on vascular diam-
eters peaked at 3hours and persisted at 6 hours. Alternative treatment protocols might be taken into considera-
tion, for instance with the inclusion of additional doses to ensure even more prolonged and sustained responses.
However, even a temporary amelioration of cerebrovascular responses might possess tremendous impact in
patient recovery, as it would help to maintain brain function and life at the most critical period, the time window
between the patient’s admission and before the antimalarial drug effectively kill the parasites, buying the patient
a precious few hours. This interpretation is strengthened by the finding that L-arginine supplementation in com-
bination with artesunate resulted in improved survival in relation to mice treated with artesunate combined with
saline. Therefore, despite the limitations of systemic delivery, L-arginine not only helped restoring cerebrovascu-
lar function but had a benefit on survival, which is the critical outcome for any adjunctive therapy.

L-arginine supplementation has been tested or considered in a number of pathological conditions such as
angina pectoris, congestive heart failure, erectile dysfunction, sickle cell disease and others. Its potential for treat-
ing chronic conditions, however, has been challenged by reports of “L-arginine tolerance”, as its benefits on vas-
cular function were not seen after long term exposure***!. In vitro studies showed that longer term exposure to
L-arginine was actually detrimental instead of beneficial to vascular health, by suppressing endothelial NOS activ-
ity and intensifying oxidative stress levels*2. However, in acute situations such as cerebral malaria, L-arginine will
be administered during a short time window lasting hours or a few days, between admission/start of treatment
and recovery from coma, and therefore this type of tolerance is not expected to occur.

Overall, the present study provides evidence and proof of principle that L-arginine supplementation is capable
of partially reversing cerebrovascular constriction in experimental cerebral malaria, or at least prevent its wors-
ening after antimalarial treatment is initiated. However, while topical superfusion produces consistent dilatory
responses in pial vessels, systemic intravenous infusion results in variable and dose-dependent responses. Further
studies are necessary to optimize the systemic delivery schemes that result in more consistent and sustained
vascular responses. The definition of such optimized schemes could provide critical information for such optimi-
zation also in human severe malaria L-arginine-based therapies.

Materials and Methods

Infection of mice.  All protocols were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations and
were approved by the La Jolla Bioengineering and Fiocruz Institutional Animal Care and Use committees. Eight-
to-ten-week-old female C57BL/6 mice (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) were intraperitoneally (i.p.) inoc-
ulated with 10 Plasmodium berghei ANKA (PbA) parasites expressing the green fluorescent protein (PbA-GFP, a
donation from the Malaria Research and Reference Reagent Resource Center - MR4, Manassas, VA; deposited by
C]J Janse and AP Waters; MR4 number: MRA-865).

Clinical parameters. To measure the parasitemia, a small blood sample (~1 pl) was obtained by a mouse
tail end prick, and flow cytometry was used to detect and count the number of parasitized RBCs that expresses
GFP in relation to 10,000 RBCs. For rectal temperature measurement, a thermocouple probe (Oakton® Acorn™;
Oakton Instruments, IL, USA) was used. Motor behavioral score was determined by a composite scoring system
based on six motor behavior tests modified from the SHIRPA protocol®. ECM was defined as the presentation
of one or more of the following clinical signs of neurological involvement: ataxia, limb paralysis, poor righting
reflex, seizures, roll-over and coma.

Window preparation for cranial superfusion. A cranial window preparation scheme with improved
stability to deliver test compounds to the brain of ECM mice was adopted here®'. Briefly, highly invasive surgi-
cal procedures (skin removal and skull drilling) typically involved in a craniotomy were performed beforehand
in the healthy animal to create a skull bone flap prior to infection of the animal to induce ECM. At the time of
experimentation, the bone flap can be readily retracted and a prefabricated perfusion chamber can be assembled
to enable superfusion of its exposed brain cortical surface. This approach minimizes mechanical trauma exerted
on the delicate brain tissue of the sick animal during window preparation for study. The same window prepara-
tion procedures were applied to the healthy uninfected mice that serve as control in all superfusion experiments.

Closed window preparation for chronic imaging of vessel diameter. 'The classical closed cranial
window preparation, as previously described***, was utilized for monitoring long term changes in pial arteriolar
diameters. This type of window preparation, unlike the window for cranial superfusion, does not allow direct
topical delivery of test compounds to the brain cortex and therefore, test agents will have to be delivered sys-
temically. In the present study, test agents were delivered via the intravenous or subcutaneous pathway. On the
other hand, this type of window preparation allows repeated measurements to be performed at the same site in
the cerebrovasculature, and therefore, it is advantageous for prolonged monitoring of the same vessel throughout
the course of the disease genesis. By utilizing this approach, we are able to monitor changes in vessel diameter of
the same arteriole from pre-infection to ECM development and then from pre-treatment to post-treatment with
L-arginine delivered systemically.

Intravital microscopy and vessel diameter quantification. Mice implanted with cranial window
(superfusion/closed type), were mildly anesthetized with isofluorane and transferred onto an intravital micro-
scope stage (customized Leica-McBain, San Diego, CA). Randomly chosen pial arterioles (N = 2-6 per mouse;
baseline vessel diameters = 35 to 115 um) distinguished by their diverging flow pattern at bifurcating points
throughout the vasculature, were visualized by epi-illumination using a 20_water immersion objective lens, and
their diameters measured using an Image Shear device (0.213 _m/pixel; Vista Electronics, San Diego, CA).
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L-arginine superfusion procedures. Both uninfected healthy and infected ECM mice, implanted with
cranial windows for superfusion, were subjected to the L-arginine superfusion protocol. Accordingly, pial arte-
rioles were visualized through the cranial window using intravital microscopy, and changes in diameter were
recorded after superfusion with L-arginine. L-arginine was introduced in sequence of increasing concentration
(107M to 10~°M) with a superfusion duration of 30 mins for each concentration which ensured that steady state
vessel diameter was achieved before the next concentration was delivered.

L-arginine systemic treatment procedures. Two weeks after surgery, baseline diameter of pial arterioles
in uninfected mice with implanted closed cranial windows were acquired. Spatial coordinates or visual landmarks
allowing repeated easy tracking of the same vessel location were noted. Mice were then infected i.p. with PbA
(10), and those that developed ECM (specifically, rectal temperatures between 32-36°C) on day 6 of infection
were subjected to intravital microscopy to obtain diameters of the same arterioles. Following which, mice were
subjected to the treatment protocol and vessel diameters were again acquired at multiple time points (0, 3, 6, and
24 hr) after treatment. Treatments were introduced systemically in two ways, either as a bolus injection through
the mouse tail vein or through continuous delivery via the subcutaneous pathway using Alzet osmotic pumps
(see description below). For each administration pathway, mice were treated with L-arginine (Tocris Bioscience,
Ellisvile, MO, USA) or saline (as control). L-arginine was also combined with artesunate (Sigma, St Louis, MO,
USA, 32 mg/kg/day) injected i.p. to assess the effect of this combined therapy on pial arteriolar diameter response.
L-arginine was dissolved in saline whereas artesunate was dissolved in 5% sodium bicarbonate in saline. Another
group of mice, correspondingly treated with saline plus artesunate, served as control. Study for each treatment
group lasted for 24 hours, after which the mice were euthanized with a cocktail of sodium pentobarbital at 390 mg
plus sodium phenytoin at 50 mg/ml (Euthasol; 100 mg/kg, i.p.).

Continuous L-arginine delivery via osmotic pumps. To achieve continuous delivery of pharmaco-
logical agent systemically, osmotic pumps (Alzet, Cupertino, CA) were implanted subcutaneously in healthy/
ECM mice. Osmotic pumps (model 1003D, constant delivery rate of 1 pL/hour for up to 3 days) were filled with
the appropriate solution (42mg/mL of L-arginine to target a delivery of 50 mg/kg/day of L-arginine or saline
as control - 100 uL final volume) and primed in 0.9% sterile saline at 37 °C for approximately 4 hours to ensure
immediate delivery of the contents after implantation. Mice with ECM (day 6 of infection) were anesthetized
using isofluorane and the primed pumps were implanted subcutaneously in the back, slightly posterior to the
scapulae, under sterile conditions.

Survival experiments. These experiments were designed to determine whether L-arginine had a benefi-
cial effect when given as adjunctive therapy in combination with artesunate in mice with ECM, as previously
described®?. Development of cerebral malaria was assessed by clinical evaluation of neurological signs such as
ataxia, convulsions, limb paralysis and/or coma. Rectal temperature was used as the objective criterion for treat-
ment, as mice with cerebral malaria develop hypothermia. Mice presenting rectal temperature in the range of
32-36°C were randomly assigned to two groups: 1) treated with artesunate 32 mg/kg in 5% bicarbonate solution
(intraperitoneal) plus L-arginine 50 mg/kg in saline (subcutaneously); 2) treated with artesunate 32 mg/kg in 5%
bicarbonate solution (intraperitoneal) plus L-saline (subcutaneously). All mice received artesunate once daily for
5 days. L-arginine or saline were given in two doses, at time zero and 24 hours after first dose. Mice were followed
up for 7 days after the last dose and then euthanized with overdose of pentobarbital.

Statistical analyses. All statistical analyses were performed using a statistical software package (Prism 7,
Graphpad). To compare three or more experimental groups in terms of temperature, motor score and parasitemia,
a one-way ANOVA test with Bonferroni pos hoc analysis was applied. To determine the effect of treatment on
arteriolar diameter response in ECM mice, arteriolar diameter change relative to day 0 healthy baseline was com-
pared between pre-treatment and post-treatment (intra-group) at individual time points (15mins, 1 hr, 3hr, 6hr or
24hr) using two-tailed paired t-test. A two-way ANOVA was performed to determine the effect of treatment (each
L-arginine dose) and time (1 hr, 3 hr and 6 hr-24 hr was not analyzed as some of the mice died) in relation to the
control saline group. Analyses were performed considering either the individual vessels or the individual animals (in
which case the responses of individual vessels of each animal were averaged). All reported data were in mean 4 SD.
Survival curves were analyzed with Log-rank test. P < 0.05 was considered statistically significant.
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