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RESUMO

Papel da excitotoxicidade neuronal no desenvolvimento da

maléaria cerebral experimental e suas sequelas
Igreja da Silva, Tathiany

A maléria ainda é uma doenca infecciosa grave em todo o mundo. A malaria
cerebral (MC) é a pior complicagcdo e ocorre principalmente na infecgdo por
Plasmodium falciparum, caracterizada pelo sequestro de eritrocitos parasitados nos
microvasos cerebrais e uma intensa resposta inflamatéria. A fisiopatologia inclui
ativacao de células endoteliais e leucdcitos, liberacdo de citocinas/quimiocinas pro-
inflamatérias e aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), que levam a
guebra da barreira hematoencefalica e a perturbacédo do sistema nervoso central.
Véarias neuropatias estdo associadas a alteragdes na concentracdo de
neurotransmissores. Glutamato é o principal neurotransmissor envolvido na
excitotoxicidade neuronal. A ativagdo excessiva dos receptores NMDA,
especialmente o0s receptores extrassinapticos, aumenta os niveis intracelulares do
fon Ca*? e interfere na homeostase das transmissées sinapticas, desregulando as
vias de sobrevivéncia neuronal e ativando as vias de morte celular, o que contribui
para o desenvolvimento do déficit cognitivo. O objetivo deste trabalho foi estudar os
eventos associados a excitotoxicidade neuronal durante a patogénese da malaria
cerebral experimental. Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com P.
berghei ANKA (PbA, CEUA L025/2015). Nos primeiros sintomas de MC, grupos de
animais foram tratados com memantina (10 mg/kg v.0.), inibidor farmacolégico de
receptores NMDA extrassinapticos, ou 7- nitroindazol (25 mg/kg v.ip.), inibidor
seletivo de nNOS. A andlise cognitiva foi realizada por testes de meméria aversiva
e espacial apos a recuperacdo da infeccdo pelo tratamento antimalarico com
cloroquina (25 mg/kg v.0.). Tratamento adjuvante com memantina ou 7-nitroindazol
reverteu a disfungdo cognitiva observada nos camundongos infectados. Ambos os
tratamentos foram capazes de reduzir os niveis teciduais de IFN-y e TNF-a em
resposta a infeccdo, bem como diminuir a atividade de mieloperoxidase e a
expressao de GIluN2B, nNOS, 3-nitrotirosina e 4-hidroxynonenal. Além disso, os
tratamentos restauraram o nivel normalizado de expressdo da proteina pos-
sinptica PSD-95, desregulada durante a infeccdo por PbA. A reducédo da
expressao de caspases 3, 8 e 9 também foi observada. A excitotoxicidade pode
estar associada ao declinio cognitivo decorrente da MC e tratamentos capazes de
intervir na ativagdo da via tém efeito benéfico sobre a neuroinflamacgéo e a

disfuncéo cognitiva.



ABSTRACT

Role of the neuronal excitotoxicity in the development of the

experimental cerebral malaria and its sequelae
Igreja da Silva, Tathiany

Malaria is still a serious infectious disease worldwide. Cerebral malaria (CM) is the
worst complication and occurs mainly in Plasmodium falciparum infection. It is
characterized by the sequestration of parasitized erythrocytes in the brain
microvessels and an intense inflammatory response. The pathophysiology includes
activation of endothelial cells and leukocytes, release of pro-inflammatory
cytokines/chemokines and increase of reactive oxygen species (ROS), that lead to
the breakdown of the blood-brain barrier and the disturbance of the central nervous
system. Several neuropathies are associated with disturbances in neurotransmitter
concentrations. Glutamate is the main neurotransmitter involved in the neuronal
excitotoxicity. The excessive activation of NMDA receptors, especially extrasynaptic
receptors, increases of the intracellular levels of the Ca* 2 ion and interfere with the
homeostasis of synaptic transmissions, deregulating neuronal survival pathways
and activating the cell death pathways, which contributes to the development of
cognitive impairment. The objective of this work was to study the events associated
with the neuronal excitotoxicity during the pathogenesis of experimental cerebral
malaria. C57BL/6 male mice were inoculated with P. berghei ANKA (PbA, CEUA
L025/2015). At the first symptoms of CM, treatment with memantine (10 mg/kg p.o.),
a pharmacological inhibitor of extrasynaptic NMDA receptors, or the 7- nitroindazole
(25 mgl/kg ip.), a selective nNOS inhibitor, was performed. The cognitive analysis
was performed by aversive and spatial memory tests after the recovery of the
infection after chloroquine antimalarial treatment (25 mg/kg p.o.). Adjuvant
treatment with memantine or 7-nitroindazole reversed cognitive dysfunction
observed in the PbA infected mice. Both treatments were able to reduce tissue
levels of IFN-y and TNF-a in response to infection, as well as to decrease the activity
of myeloperoxidase and the expression of GIUN2B, nNOS, 3-nitrotyrosine and 4-
hydroxynonenal. In addition, treatments restored the normalized level of expression
of pos-synaptic protein PSD-95, deregulated during PbA infection. The reduction of
the expression of caspases 3, 8 and 9 was also observed. Excitotoxicity could be
associated with cognitive decline due to CM and treatments capable to intervening
in the activation of the pathway have beneficial effect on neuroinflammation and

cognitive dysfunction.
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1. INTRODUCAO
1.1 MALARIA
1.1.1 Definicdo e Origem

A malaria é uma doenca ocasionada pela infeccdo por protozoarios do
género Plasmodium, que sdo transmitidos ao hospedeiro através da picada da fémea
de mosquitos do género Anopheles. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), a malaria € considerada um grave problema de saude publica e responde,
atualmente, por cerca de 400 mil mortes a cada ano (OMS, 2020).

A origem da malaria é incerta. A doenca parece ter surgido na Africa,
embora alguns registros antigos de outras civilizacdes ja contivessem indicios da
existéncia da doenca (Cunha and Cunha, 2010). Os primeiros gregos observaram
sintomas de febre e 0 aumento do baco encontrados em pessoas que viviam em
regides pantanosas (Cox et al., 2010).

O termo maléaria surgiu no século XVIII, oriundo do italiano mal‘aire (ar
insalubre), a partir da difusdo da idéia que a doenca ocorria pelo ar emanado dos
pantanos. Em 1880, o cirurgido do exército francés, Charles Louis Alfonse Laveran,
foi o primeiro a descobrir o parasita causador da doenca (Cox et al., 2010, Cox et al.,
2017). Ele observou, no sangue de um paciente com febre de 15 dias, que elementos
filiformes se moviam com grande vivacidade nas bordas de corpos esféricos
pigmentados deslocando os glébulos vermelhos vizinhos (CDC, Malaria, History,
2015). Nessa época, quase nada se sabia sobre o modo de transmisséo da doenca
até que, em 1897, o médico britdnico Ronald Ross descobriu que a doenca era
transmitida através da picada de mosquitos, a partir de observa¢fes da ocorréncia de
maléria em péssaros ap0s a picada de mosquitos culicideos (Cox et al., 2017). Com
esses dados, Ross acreditava que a transmissdo em humanos ocorria do mesmo
modo. Porém, foi em meados de 1898 que isso foi demonstrado pelos malariologistas
italianos Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli e Giovanni Battista Grassi. Eles
concluiram os estudos referentes a forma de transmissdo humana, demonstrando de
forma conclusiva que a ocorréncia da malaria humana é, de fato, decorrente da
transmissao do parasita por mosquitos, sendo neste caso, mosquitos anofelinos (Cox

et al., 2010; Majori et al., 2012; Cox et al., 2017). O ciclo de vida completo do parasita,



no entanto, s6 foi desvendado em 1947, quando Henry Shortt e Cyril Garnham
puderam demonstrar que o ciclo do parasita possuia duas fases: uma fase anterior ao
estagio eritrocitico e que ocorria no figado, a fase exoeritrocitica, e 0 estagio
sanguineo, a fase eritrocitica (Cox et al., 2017).

Atualmente, a malaria humana é descrita como uma infec¢cdo que pode
ocorrer por seis diferentes espécies conhecidas: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, 2 subespécies de Plasmodium ovale (P. ovale curtsi e P.
ovale wallikeri) (Calderaro et al., 2013) e Plasmodium knowlesi, um causador de
maléria zoondtica descoberto na Malasia e regibes do Sudeste Asiatico (Zaw and Lin,
2019; OMS,2020). Entretanto, assim como o P. knowlesi, outras espécies tém
demonstrado portencial de transmissdo zoonoética e novos casos de malaria humana
tém surgido a partir de agentes como o Plasmodium cynomolgi na Asia, o Plasmodium
brasilianum e o Plasmodium simium, encontrados nas Américas (de Alvarenga et al.,
2015; de Alvarenga et al., 2018).

Os sintomas clinicos da maléria observados em, aproximadamente, 10 a
15 dias apos a picada do vetor, sao febre alta, calafrios, naduseas e/ou vomitos, dores
de cabeca e dores no corpo (CDC, Malaria, Disease, 2020). Eventualmente, a maléria
pode evoluir para casos de maior gravidade. A sindrome da maléaria grave é definida
pela presenca do plasmaédio no sangue, além da confirmacao clinica e laboratorial de
disfuncdo grave de oOrgdos vitais (Luzolo and Ngoyi,2019). As trés principais
manifestacdes clinicas observadas incluem anemia grave, dificuldades respiratorias e
malaria cerebral, sendo esta Ultima associada a comprometimento neuroldgico (Rénia
et al., 2012; Luzolo and Ngoyi,2019). Outras manifestac6es como acidose metabdlica,
hipoglicemia, hipoargininemia e falha renal aguda também ja foram documentadas
(Luzolo and Ngoyi,2019).

O Plasmodium falciparum é a principal espécie relacionada aos casos
graves (OMS, 2020; Schiess et al., 2020). Contudo, o fendmeno de citoaderéncia, um
evento classico observado no desenvolvimento da malaria complicada em infeccdes
por P. falciparum, pode também ocorrer nas infec¢des por P. vivax e P. knowlesi (Craig
et al., 2012; Fatih et al., 2012; Singh et al., 2013). De fato, a ocorréncia de malaria
cerebral decorrente da infeccdo por Plasmodium vivax j& foi documentada (Gupta et
al.,2016). Os eventos mais observados nos casos de gravidade associados a
infeccbes por Plasmodium néo-falciparum sdo anemia grave e complicacdes

respiratorias (Cowman et al., 2016; Moxon et al., 2020).



1.1.2 Epidemiologia e Controle

A maléria € uma das doencas de maior morbidade e mortalidade no mundo,
portanto, uma das principais doencas parasitarias existentes. A cada ano, mais de 200
milhdes de novos casos sdo notificados. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(2020), em 2019, foram estimados 229 milhdes de casos e, de forma preocupante,
essa estimativa praticamente ndo se alterou nos ultimos 4 anos. Além disso, no
mesmo ano, 409 mil vidas foram ceifadas.

Aproximadamente metade da populacdo mundial esta sob risco de contrair
a doenca, mas inumeros esforgos continuam sendo feitos em prol da reducéo de casos
ao longo dos anos (OMS, 2020). A Figura 1 mostra, nos dias de hoje, a distribuicéo
mundial de malaria, destacando areas de maior e menor incidéncia desde 2015. No
mapa, podemos observar que a maior concentracdo dos casos de malaria ocorre na

regido localizada entre os tropicos.

> 0

W Increase by 4 Y more Decrease by <2
B Increase by between 25% and <40% Decrease

N

Figura 1. Areas com ocorréncia de malaria no mundo. Distribuicio dos casos de maléaria ao redor
do mundo mostrando os paises que sofreram aumento no nimero de casos observados e 0s paises

gue reduziram a incidéncia de casos de 2015 até os dias atuais. (OMS, 2020).
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A malaria é uma doenca tipica de paises pobres e clima tropical. As
condicbes climaticas das areas de risco sdo propicias ao desenvolvimento dos
vetores. Além disso, a preferéncia de algumas espécies de Anopheles por se alimentar
de humanos, sendo chamadas espécies antropofilicas, favorece a transmissao da
maléria na nossa espécie (Rossati et al., 2016; Ashley et al.,2018).

O continente africano continua sendo a principal area acometida,
registrando a maioria de casos e mortes por malaria. Os registros mostram que mais
de 90% dos Obitos ocorrem na Africa devido a infec¢es causadas, principalmente,
por P. falciparum. A Africa Subsaariana apresenta o maior nimero de vitimas, sendo
em sua maioria mulheres gravidas, idosos, adultos imunossuprimidos e,
principalmente, criancas abaixo dos 5 anos de idade (OMS, 2020). Em 2019, este
ultimo grupo respondeu por 67% das mortes decorrentes de maléaria no mundo.
Apesar disso, regides da Asia, da América Latina, pequenas extensdes do Oriente
Médio e porcles européias também sao afetadas (OMS, 2020).

Nas Ameéricas, mais de 100 milhdes de pessoas vivem em areas de risco.
O Plasmodium vivax € o principal agente encontrado nas Ameéricas, sendo
responsavel por 76% dos casos observados (OMS, 2020). Em 2019, 139 milhdes
estavam sob risco de contrair a doenca. No mesmo periodo, 723 mil casos foram
confirmados e, embora esse dado demonstre reducéo no panorama geral de numero
de casos em relacédo ao ano anterior, 8 paises (Haiti, Nicaragua, Panama, Republica
Dominicana, Honduras, Costa Rica e Suriname) registraram aumento da incidéncia
de casos (OMS,2020).

Nas Américas, o Brasil € o segundo pais com maior ocorréncia de casos
da doenca e um dos componentes da triade responsavel por mais 80% dos casos
estimados na regido em 2019, junto com a Coldombia e a Venezuela. Segundo o
relatério mais recente da OMS, o pais responde por 20% da incidéncia dos casos de
maléria, somando infecgbes com P. vivax, P. falciparum e mistas (OMS, 2020). Apesar
disso, em 2019, Brasil registrou 19,1% menos casos de malaria em relacdo ao ano
anterior, registrando 157.454 notificagcbes da doenca contra 194.572 no mesmo
periodo em 2018 (OMS,2020).

O Brasil apresenta grande parte da transmissdo (99%) na Regiédo
Amazonica ou Amazénia Legal, composta pelos estados do Amazonas, Acre, Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbonia, Roraima e Tocantins. A regido extra-

amazonica, composta pelos outros 17 estados e o Distrito Federal, é responsavel por



apenas 1% do total de casos. As espécies de plasmodio encontradas no Brasil séo P.
vivax, P. falciparum e P. malariae (Boletim Epidemiolégico, SVS/MS, 2020). O P. vivax
€ o de maior prevaléncia no pais, registrando atualmente cerca de 80% dos casos. As
infeccdes por P. falciparum estdo em segundo lugar e correspondem aos 20%
restantes (OMS, 2020).

A classificacdo das areas de transmisséo no Brasil ocorre de acordo com o
indice Parasitario Anual (IPA), sendo este um indicador destinado ao monitoramento
da regido amazobnica, enquanto a regido extra-amazoénica € monitorada por casos
absolutos e ocorréncia de surtos (Boletim Epidemiol6gico, SVS/MS, 2020). Através da
IPA os municipios sdo organizados em 4 categorias, sendo considerados de alto risco
agueles que apresentam IPA=50 casos/1000 habitantes, médio risco aqueles que
possuem IPA entre 10 e 50 casos/1000 habitantes, baixo risco aqueles com menos
de 10 casos/1000 habitante e de muito baixo risco as areas com IPA menor de 1
caso/1000 habitantes. A Figura 2, mostra o mapa mais recente de classificacdo de

risco de transmisséo de malaria nos municipios do Brasil.
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Figura 2: Areas com ocorréncia de Malaria no Brasil. No Brasil os municipios s&o classificados de
acordo com o indice parasitario anual em alto risco 250 casos/1000 habitantes, de médio risco entre 10
e 50 casos/1000 habitantes, de baixo risco < 10 casos/1000 habitante e muito baixo risco < 1 caso/1000
habitantes. SIVEP, 2020



O controle de epidemias de malaria em direcdo a erradicacdo da doenca
tem sido uma busca constante da Organizacdo Mundial de Saude. As estratégias de
controle se baseiam em trés fatores: diagndstico, tratamento imediato e controle do
vetor (Phillips et al.,2017; OMS,2020). Além disso, é recomendado o tratamento
preventivo em gravidas e criancas de regidées endémicas. No mais, estratégias de
imunizacao também tém sido exploradas (Varo et al.,2020).

A vacina RTS, S/ ASO1 € a primeira vacina contra a maléria ocasionada
por Plasmodium falciparum que demonstrou um efeito protetor em criangas pequenas
em um ensaio clinico em estagio avancado (White et al.,2015; Varo et al.,2020). A
vacina completou os ensaios de fase Ill em 2014, demonstrando eficacia de cerca de
36% contra a malaria clinica ao longo de 4 anos para um esquema de 4 doses em
criangas de 5 a 17 meses. A implementagdo da vacina piloto comegou em trés paises
africanos (Gana, Quénia e Malaui) dentro de areas selecionadas de transmissao
moderada e alta de malaria e, poderia ter sua recomendacédo ampliada a medida que
0os pilotos se mostrassem seguros e demonstrassem impacto positivo na saude
(OMS,2020; Hogan et al.,, 2020). Em outubro de 2021, finalmente a vacina foi
aprovada pela OMS como o primeiro imunizante seguro e efetivo contra a doenca,
incluindo as formas mais graves e potencialmente fatais em criangas. Outros estudos
tém sido realizados e uma nova vacina tem sido testada na busca de candidatos cada
vez mais eficazes. A vacina pré-eritrocitica R21/MM demonstrou eficicia protetora de
pelo menos 75% em estudo sazonal de fase 2 em criangas de 5 a 17 meses ao longo
de 12 meses de acompanhamento, cumprindo as solicitacbes da OMS (Datoo et
al.,2021). A durabilidade da alta eficacia desta vacina ainda esta sob averiguacéao,
mas um ensaio de fase 3 esta em andamento em cinco locais africanos de diferentes
sazonalidade e taxa de transmissdo de malaria (Datoo et al., 2021).

O diagndstico precoce e preciso € muito importante e evita a evolugéo para
guadros mais graves. A Organizacdo Mundial da Saude recomenda a confirmacéo
parasitologica por microscopia ou por testes de diagnostico rapido (rapid diagnostic
test - RTD), que utilizam anticorpos monoclonais para deteccdo de proteinas do
parasito nos pacientes com suspeita da doenca. Os principais anticorpos utilizados
em RTD sdo HRP2 (histidine-rich protein 2), LDH e aldolase, sendo a primeira

expressa somente em Plasmodium falciparum (Basu and Sahi, 2017). Eventualmente,



testes moleculares também séo utilizados. No Brasil, o diagndstico mais utilizado é o
teste de gota espessa (OMS, 2020).

O tratamento € iniciado apés o diagndstico e, quanto mais cedo isso ocorre,
maiores as chances de sobrevivéncia, além de se evitar possiveis complicacdes. Nas
ultimas décadas, devido a grande resisténcia do parasito as outras drogas, a
associacdo de artemisinina com outros antimalaricos (terapia combinada a base de
artemisina (ACT)) tem sido o tratamento mais utilizado nas infec¢des por Plasmodium
falciparum, combatendo o parasita nos estadgios sanguineos (esquizontes e
gametdcitos) do ciclo evolutivo (Miller et al., 2013; OMS, 2020). Nas Ameéricas, a
cloroquina continua sendo utilizada nas infeccbes de Plasmodium vivax, embora ja
tenham sido relatados casos de resisténcia no Brasil. Nos casos de resisténcia ou
falha de tratamento é recomendado o uso de ACT (OMS,2020). Além disso, o uso de
drogas anti-recaidas como a primaquina ou tafenoquina, sendo esta Ultima
recentemente aprovada, é necessario nas infec¢des por P. vivax ou P. ovale devido a
presenca de formas hipnozoitas (Hanboonkunupakarn and White, 2020).

O controle do vetor continua sendo essencial na luta contra a transmissao
da doenca. Os dois métodos mais utilizados séo o uso de mosquiteiros impregnados
com inseticidas, particularmente, os de longa duracao (LLIN - long-lasting insecticide-
treated nets) e a aplicacao de inseticidas nas paredes internas das residéncias (IRS —
indoor residual spraying) (Phillips et al., 2017; OMS, 2020). Existem 4 classes de
inseticidas normalmente utilizadas na pulverizacéo residual: os organoclorados, os
organosfosforados, carbamatos e os piretréides (Turner et al.,2016). Os
organoclorados como o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) tém como mecanismo de
acao o bloqueio de canais de sodio dependente de voltagem no sistema nervoso
central (SNC) do mosquito. Esse mesmo mecanismo € também observado na classe
dos piretroides. Organofosforados e carbamatos, no entanto, atuam inibindo a enzima
acetilcolinesterase (Hemingway, 2014; Turner et al., 2016). Esses inseticidas induzem
hiperexcitabilidade neuronal, causando o colapso do SNC e a morte do mosquito
(Costa, 2015).

Apesar da importancia do DDT durante o Programa de Erradicagédo da
Malaria em 1960, o inseticida foi banido em diversos paises devido a sua toxicidade,
sendo ainda usado em regides de maior endemicidade (Rahman, 2012; Griffing et al.,
2015; OMS, 2020). No Brasil, o uso de DDT esta proibido desde 1997 (Guimaraes et

al., 2007). Com o mesmo mecanismo de acdo observado na classe dos
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organoclorados e sendo mais seguros, os piretréides tém sido a principal classe de
inseticida usada como estratégia no controle dos vetores, sendo ainda os Unicos
utilizados na impregnacado de mosquiteiros (Hemingway, 2014; Turner et al.,2016;
OMS, 2020). Contudo, casos de resisténcia tém sido documentados, exigindo a busca
de novas possibilidades. Os dados mais recentes da OMS sugerem a introducédo de
novas redes mosquiteiras tratadas com inseticidas contendo o sinergista piperonil
butoxido (PBO) e inseticidas piretréides, assim como o0 uso de inseticidas

neonicotindides como IRS como possivel alternativa (OMS,2020).

1.1.3 Ciclo do Parasita

7

O género Plasmodium € pertencente ao filo Apicomplexa, que se
caracteriza pela presenca do complexo apical, estrutura importante relacionada a
invasao celular (Cowman et al., 2016).

As espécies parasitas que causam a malaria humana apresentam ciclo de
vida dividido em duas fases: uma sexuada, chamada esporogonia, e outra assexuada,
a esquizogonia (Figura 3). Essas fases se passam em hospedeiros distintos, de modo
gue a esporogonia ocorre em hospedeiros invertebrados e a esquizogonia em
vertebrados (Antinori et al., 2012).

O ciclo se inicia quando, a partir da picada, o mosquito injeta formas
esporozoitas no tecido subcutdneo, ou na corrente sanguinea (com menor
frequéncia), do hospedeiro vertebrado (Miller et al., 2002; Ashley et al.,2018). Os
esporozoitos presentes na derme séao liberados lentamente nos capilares sanguineos
até chegar ao figado, um processo que pode levar de 1 a 3 horas (Cowman et al.,
2016). Essa migracdo também pode ocorrer pelos vasos linfaticos. No figado, os
esporozoitas invadem as células hepaticas hospedeiras e iniciam a fase pré-

eritrocitica ou ciclo hepatico (Antinori et al., 2012).
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Figura 3: Ciclo de vida do parasita da maléaria. Targeting Human Transmission Biology for Malaria
Elimination. Nilsson SK, et al. PLoS Pathog. 2015.

O acesso do parasita ao hepatdcito ocorre, primeiramente, pela travessia
de uma barreira composta por células endoteliais fenestradas e células de Kuppfer
(Tavares et al., 2013). Esse processo tem o auxilio de proteinas como SPECT
(sporozoite microneme protein essencial for transversal), SPECT2 e outras proteinas
de passagem. SPECT2 é muito importante pois possui um dominio do tipo complexo
perforina de atague a membrana, permitindo sua perfuracao e facilitando a travessia
através das células até a chegada aos hepatdcitos (Cowman et al., 2016). A entrada
do parasita no hepatdécito ocorre a partir da interacédo entre moléculas do parasita e do
hospedeiro, estando envolvidos o dominio de trombospondina (TSP) da proteina
circunsporozoita (CS) e as proteinas adesivas relacionadas a trombospondina (TRAP)
do esporozoito, que se ligam aos proteoglicanos de heparan sulfato expressos na
superficie dos hepatdcitos e nas células de Kuppfer (Miller et al., 2002). Dentro das

células hepéticas, os esporozoitas replicam-se e transformam-se em esquizontes
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contendo milhares de merozoitas que sao liberados com a ruptura do hepatdcito
(Antinori et al., 2012). O receptor hepatico EphA2 é requerido para que o parasita se
estabeleca dentro do hepatdcito através da ligagdo com proteinas parasitarias p52 e
p56 (Cowman et al.,, 2016). Ainda nesta fase, formas latentes conhecidas como
hipnozoitas, podem permanecer no figado nas infec¢cdes por P. vivax e P. ovale e séo,
eventualmente responsaveis por fendmenos de recaida (Antinori et al., 2012).

O parasita na sua forma merozoita apresenta a capacidade de invadir os
eritrécitos. Apos a lise das células hepaticas, os merozoitos liberados passam a invadir
as células vermelhas do sangue iniciando o ciclo eritrocitico da doenca, em que h4d o
aparecimento dos sinais clinicos (Cowman et al., 2016).

A entrada nas hemacias pelos merozoitos passa por uma fase de pré-
invasdo, que se inicia com a interacdo entre proteina 1 da superficie do merozoita
(MSP-1 - merozoite surface protein-1) e proteinas do hospedeiro, classicamente,
glicofosfatidilinositol (GPI). Com isso, é estabelecida uma plataforma que permite que
0S parasitas se orientem corretamente dando inicio a invasao dos eritrocitos. A fase
de invasdo tem inicio quando receptores encontrados nas organelas do complexo
apical do parasita interagem com determinadas proteinas dos hospedeiros, tais como
as proteinas do sistema sanguineo Duffy, glicoforina A, B e C, banda 3, CD36,
glicoproteina IV de plaqueta (GP-IV), ICAM-1 (molécula de adeséo intercelular-1),
sulfato de condroitina A (CSA), dentre outras (Miller et al., 2002; Quintero et al.,2011;
Miller et al., 2013). Em um dos eventos mais importantes associados a essa fase,
proteinas do parasita, o complexo RON (Rhoptry Neck proteins), sdo exportadas para
a membrana celular do hospedeiro e auxiliam na juncdo com outras proteinas
formando um complexo que auxilia a entrada do parasita na heméacia (Miller et
al.,2013). A proteina RON 2 do complexo, exposta ao lado externo da membrana
eritrocitica, se liga fortemente a AMA-1 (apical membrane antigen-1), o que vai levar
a formacado do vacuolo parasitéforo e a propulsdo dos merozoitos para dentro dos
eritrocitos (Cowman et al., 2016).

Dentro dos eritrocitos, os trofozoitos amadurecem ao longo de 24-72 horas
dependendo da espécie infectante e se replicam produzindo esquizontes que podem
conter de 6 a 36 merozoitos (Antinori et al.,2012; Ashley et al.,2018). As heméacias
infectadas se rompem por processos mediados por proteinas quinase dependentes

de Ca*? e um complexo de ataque a membrana/dominio perforina, € os merozoitos
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liberados séo capazes de infectar novas hemacias (Antinori et al., 2012; Miller et al.,
2013).

Os acessos febris, tipicos da malaria, sdo caracterizados de acordo com
periodicidade do ciclo eritrocitico de cada espécie. Plasmodium vivax e Plamodium
ovale provocam acessos a cada 48 horas caracterizando a febre tercd benigna,
enguanto o Plamodium falciparum com acessos durante 0 mesmo intervalo de tempo
ocasionam a febre terca maligna. Plasmodium malariae provoca a febre quartd com
acessos febris a cada 72 horas e o Plasmodium knowlesi gera febre a cada 24 horas
(Antinori et al.,, 2012). Os mais recentes, Plasmodium brasilianum e Plasmodium
simium provocam febres quarta e terca, respectivamente (Alvarenga et al.,2018).

Em menor proporcado, alguns trofozoitas podem amadurecer e originar
gametdcitos, essenciais para a transmisséo da infec¢do a outros hospedeiros através
de mosquitos anofelinos do sexo feminino (Nilsson et al., 2015). A geracdo de
gametdcitos é diferenciada entre P. vivax e P. falciparum, sendo mais tardia nesses
altimos (Antinori et al., 2012; McQueen et al.,2013). Gametocitos maduros femininos
(macrogametocitos) e masculinos (microgametdcitos) podem ser ingeridos pelo
mosquito transmissor e iniciar o ciclo esporogbnico, que culmina na formacdo das
formas esporozoitas (Cowman et al. ,2016; Ashley et al,2018). Esses esporozoitas se
direcionam a glandula salivar do hospedeiro vertebrado, onde permanecem até que
haja um novo repasto sanguineo seguido do reinicio do processo infeccioso
(McQueen et al., 2013; Ashley et al.,2018).

1.1.4 Imunopatogénese da Malaria

Na infeccdo por agentes causadores da maléria, a percepcdo da presenca
do parasita pelo sistema imunoldgico se destaca durante o ciclo eritrocitico, em que
0s merozoitos recém-formados sdo liberados dos eritrécitos na corrente sanguinea
até invadirem um novo eritrocito (Cowman et al., 2016; Dunst et al.,2017). Durante o
estagio hepatico, observou-se um tipo de resposta inicial associada a IFN tipo |,
contudo a resposta imunoldgica nesse estagio € silenciosa visto que se desenvolve
bem abaixo do limiar pirogénico (Dunst et al.,2017). No ciclo eritrocitico, a agéo
parasitéria sobre os eritrocitos culmina na destruicdo de milhares de células vermelhas
sanguineas (RBCs - red blood cells) e essa acdo nociva do parasita sobre 0 organismo

do hospedeiro leva a ativacdo de uma resposta imuno-inflamatéria de combate a



12

infeccdo (Gun et al., 2014; Phillips et. al. ,2017). O reconhecimento imune inato do
plasmédio e o subsequente lancamento de citocinas sdo importantes no controle da
infeccdo, mas, eventualmente, podem gerar maleficios durante uma resposta
desregulada (Apinjoh et al., 2013).

Durante a resposta imunolégica inata, o patdégeno é reconhecido através
de seu epitopo imunogénico (Padrdo Molecular Associado ao Patogeno-PAMPS)
pelos receptores de reconhecimento padrdo (RRP) presentes na célula hospedeira
(Dunst et al.,2017). A familia de receptores Toll-like reconhece dominios do plasmaodio
na superficie celular e induz a resposta imune. Receptores RIG-I-like (RLR) e NOD-
like (NRL) participam do reconhecimento citosdlico (Gazzinelli et al., 2014; Moxon et
al, 2019). Estudos indicam que o principal PAMP dos parasitos do género Plasmodium
€ o Glicosilfosfatidilinositol (GPI). Essa molécula € capaz de se ligar a receptores TLR
2 e aTLR 4 e induzir a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias por células do sistema
imune ativadas, notadamente macrofagos e células dendriticas (Apinjoh et al., 2013;
Moxon et al,2019). Glicosilfosfatildilinositol é reconhecido, preferencialmente, por
heterodimeros TLR 2/TLR 1 ou TLR 2/TLR 6, em uma interacdo que induz a ativacao
de uma série de MAP quinases, tais como ERK 1/2, p38 MAPK e JNK 1/2, e culmina
na producado de citocinas proé-inflamatérias (Gun et al., 2014). Outro possivel PAMP
associado a infeccdo é a hemozoina, um produto da metabolizacdo do grupamento
heme pelo parasita, envolvido na ativacdo de receptores TLR 9 e receptores
citosolicos do tipo NOD, em especial o receptor NLPR3, o que culmina com o
recrutamento de ASC e caspase-1, o que leva a clivagem de pro-IL1p a proteina ativa
(Franklin et al., 2011; Gazzineli et al.,2014). Padrdes Moleculares Associados a Perigo
(DAMPS) derivados do hospedeiro também séo liberados durante a infeccéo e podem
ser reconhecidos pelos RRPs, disparando sinalizagado imunoldgica (Dunst et al.,2017).
O proprio grupamento heme por si quando liberado na circulacdo sanguinea em
virtude da grande quantidade de hemoglobina lancada e ndo neutralizada por
haptoglobina (hp), que tem a sua capacidade suprimida durante a massiva lise
eritrocitica, pode ativar a resposta inflamatéria ao se ligar a receptores TLR4 (Vinchi
and Tolosano, 2013; Gun et al, 2014). Em uma tentativa de escape do sistema de
defesa do hospedeiro, os parasitas promovem o sequestro de hemacias parasitadas
em sitios distantes, evitando sua destruicdo na passagem por 6rgdos como o figado
e o baco, o que vai levar a uma série de eventos patoldgicos posteriores

caracteristicos das sindromes graves (Craig et al., 2012; Hansen, 2012).
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1.2. MALARIA CEREBRAL

1.2.1 Fisiopatologia

A maléria cerebral € a forma mais grave das infeccfes por Plasmodium
falciparum e é descrita como uma encefalopatia difusa caracterizada clinicamente por
um estado severo de perda da consciéncia ou coma profundo, sendo frequentemente
associado a convulsdes clinicas e subclinicas, que pode levar a ataxia, hemi ou
paraplegia e, por vezes, levar ao 6bito (Dorovanis-Zis et al., 2011; Luzolo and Ngoyi,
2019). Considerando que os sinais e sintomas observados sdo comuns a outras
encefalopatias, o desenvolvimento de retinopatia € o melhor diagnostico para
diferenciacdo do coma induzido ou ndo por malaria, jA que se pode identificar
anormalidades especificas da doenca observadas na microcirculacdo cerebral,
incluindo o sequestro de parasitas (Bruneel, 2019). O principal grupo de risco €&
constituido por criangcas abaixo dos 5 anos de idade que vivem em areas endémicas,
como a Africa Sub-Saariana (Shikani et al., 2012, Bruneel, 2019). No entanto,
individuos adultos residentes de areas ndao endémicas também podem desenvolver a
doenca (Luzolo and Ngoyi, 2019). Cerca de 15 a 20% dos individuos acometidos por
maléria cerebral morrem, porém, aqueles pacientes que sobrevivem podem vir a
desenvolver injlrias cerebrais que se manifestam como danos neuroldgicos e/ou
neurocognitivos a longo prazo (Ponsford et al., 2012; Idro et al., 2016; Schiess et
al.,2020).

A fisiopatologia da malaria cerebral € extremamente complexa e pode ser
explicada por trés principais mecanismos: a adesdo de eritrocitos parasitados
sequestrados nos microvasos do cérebro (citoaderéncia) causando obstrugdo dos
vasos e hipoxia local, a ativacdo de uma resposta inflamatéria exacerbada mediada
por células efetoras e citocinas inflamatoérias e disfuncéo de coagulacao (Storm and
Craig, 2014; Wah et al., 2016; Bruneel, 2019).

Durante a maléaria cerebral, os eritrocitos infectados por P. falciparum
sofrem modificacbes na superficie, tornando-os mais rigidos e inflexiveis, o que
dificulta a circulacdo e favorece a adesividade dos mesmos (Craig et al., 2012).
Formas maduras do parasita no estagio sanguineo expressam proteinas parasitarias

na superficie de hemécias infectadas, tais como a proteina 1 de membrana eritrocitica
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do P. falciparum (PfEMP1) que é codificada por uma grande e diversificada familia de
genes var envolvida na variacdo antigénica clonal (Wassmer et al., 2016). Esta
proteina possui multidominios capazes de se ligar a receptores especificos,
anteriormente citados, presentes nas células endoteliais do hospedeiro e é largamente
associada a citoaderéncia e seus desdobramentos (Craig et al., 2012; Adukpo et al.,
2013; Wassmer et al., 2016). Dominios conservados em PfEMP-1 (domain cassetes -
DC) 8 e 13 estdo mais relacionados ao desencadeamento de eventos graves, sendo
PfEMP-1 DC8 universalmente associado a malaria cerebral (Luzolo and Ngoyi, 2019).
Dentre os ligantes de PfEMP-1, CD36, ICAM-1 e EPCR (receptor endotelial de
proteina C), especialmente os dois Ultimos como receptores ligantes de PFEMP-1 DCS,
sdo os principais envolvidos no processo de citoadesdo verificado no endotélio
vascular cerebral (Gazzineli et al., 2014; Moxon et al.,2019). O EPCR ainda esta
relacionado a ativagdo de uma via pro-coagulante, interferindo na regulagcdo normal
da hemostasia associada ao controle da producdo de trombina (Luzolo and Ngoyi,
2019, Bruneel, 2019).

Além de se ligar ao endotélio, as hemacias parasitadas podem promover
ligacBes entre si, a chamada autoaglutinacdo, ou com hemacias ndo parasitadas
formando as rosetas (Craig et al., 2012). Leucdcitos e plaquetas também estdo
envolvidos com o sequestro celular e agravam ainda mais o quadro de obstrucdo dos
capilares cerebrais e o processo subsequente (Angchaisuksiri, 2014; Wah et al, 2016).
A citoaderéncia leva a obstrucdo dos microvasos cerebrais e reducao do fluxo
sanguineo local podendo levar a condicbes de hipOxia, escassez de nutrientes e
danos celulares com possiveis eventos hemorragicos (Hansen et al., 2012; Ponsford
et al., 2012; Rénia et al., 2012).

ApOs a ativacdo da resposta imuno-inflamatéria durante a infeccao,
macroéfagos, neutrdéfilos e células dendriticas fagocitam hemécias parasitadas, o que
induz a producéo de citocinas (Gazzineli et al.,2014). Aumentos nos niveis de fator de
necrose tumoral alpha (TNF-a), interferon gama (IFN-y), linfotoxinas (LT) e
interleucinas, como IL-1pB, IL-6, IL-12 podem ser observados e contrastam com baixos
niveis de IL-10 e outras citocinas anti-inflamatérias (Hansen, 2012; Hunt et al.,2014;
Souza et al.,, 2015). Estudos revelam que o desbalango de citocinas pro e anti-
inflamatérias estd associado a imunopatogénese da maléaria cerebral (Dunst et al.,
2017; Moxon et al.,2019). De fato, TNF-a produzido em alto niveis pode contribuir com

a severidade da doenca por induzir o aumento da expressao endotelial de moléculas
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de adesédo como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, o que aumenta a citoaderéncia na
microvascultura cerebral (Craig et al., 2012; Souza et al., 2015). Essa citocina ainda
exerce efeitos pro-coagulantes nas células endoteliais, aumentando a expressao de
fator tecidual no endotélio, reduzindo a secrecdo de ativador tecidual de
plasminogénio (tPA) e aumentando o inibidor de ativador de plasminogénio-1 (PAI-1)
(Angchaisuksiri, 2014). Além disso, a citocina IFN-y também atua na expresséo de
moléculas de adeséo (Hunt et al., 2014). Ainda, quimiocinas inflamatérias como MIP-
la, MIP-1B, CXCL10 e IP-10, parecem estar envolvidas no trafego de leucdcitos
(Apinjoh et al., 2013; Dunst et al,2017).

O papel das citocinas TNF-a e IFN-y tem sido largamente discutido no curso
da infeccdo. A citocina TNF-a tem importancia no controle do desenvolvimento do
parasita e € capaz de ativar a producédo de fator inibitério da migracdo do macréfago
(MIF), sendo produzida durante a ativacdo macrofagica e induzindo, nessas células,
a producao de oxido nitrico (NO) via INOS e também de citocinas inflamatérias. (Sahu
et al.,2013; Gazzineli et al.,2014; Bruneel, 2019). A citocina IFN-y, por sua vez,
também participa da ativacdo dos macrofagos, podendo induzir a producdo de
citocinas pir6genas enddégenas como o proprio TNF-a, a IL-1 e a IL-6, além de outras
citocinas associadas a severidade da infec¢do (Hansen, 2012; Hunt et al.,2014). No
estagio inicial da infeccéo, células NK ativadas produzem IFN-y e, posteriormente,
essa citocina vai ativar células T e suas funcdes efetoras (Hunt et al.,2014). No estagio
mais avancado, células TCD4* sdo polarizadas para o perfil T helper 1 (Thl),
passando a produzir mais INF-y e reforcando a resposta imune inata. (Hansen, 2012;
Hunt et al.,2014; Gazzineli et al., 2014). Além disso, IFN-y também estéd associada a
producao de NO e radicais toxicos (Bogdan, 2015).

Os produtos secretados por células da primeira linha de defesa, neutréfilos
e macréfagos, podem agir ndo somente no parasita, mas também auxiliar na injlria
das células endoteliais. (Wah et al.,2016; Vanka et al.,2020). Conforme ja citado, o
fendbmeno de citoaderéncia conta ndo s6 com a participacdo de hemacias parasitadas,
mas também com a de plaquetas ativadas e leucoOcitos compostos por monaocitos,
neutréfilos, células B e células T efetoras ativadas (TCD4* e TCD8") (Souza et al.,
2015). A ativagdo plaquetaria induz a liberagdo de mediadores inflamatérios, como
tromboxanos, quimiocinas e citocinas, notadamente PF4, RANTES e IL-13, o que
favorece a vasculopatia e a resposta inflamatéria (Aggrey et al., 2013). Os fagocitos

recrutados sao ativados no local e promovem a producéao de ROS (espécies reativas
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de oxigénio) e RNS (espécies reativas de nitrogénio) que sdo parte essencial da
resposta imune inata do hospedeiro (Oates et al., 2006; Delhaye et al., 2016; Vanka
et al.,2020). Entretanto, em condi¢cdes patologicas, o aumento de ROS/RNS pode
ocasionar um desbalanco entre espécies oxidativas e a atividade de antioxidantes,
uma condi¢do conhecida como estresse oxidativo (Percario et al., 2012).

Citocinas liberadas durante o processo inflamatério estdo envolvidas na
geracdo de ROS/RNS (Zhang et al., 2011; Percario et al.,2012). O proprio grupamento
heme, liberado em funcao do processo hemolitico da doenca, pode contribuir com a
producdo dessas espécies reativas (Vinchi and Tolosano, 2013). Anion superoxido
(O2*), produzido principalmente por enzimas NADPH oxidases, e perdxido de
hidrogénio (H202), ambos intermediarios de O2, podem agir independentemente como
agentes citotoxicos ou formar outras moléculas téxicas incluindo radicais hidroxila
(OH?®), &cido hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOO") na presenca de NO (Pino et
al., 2003; Percario et al., 2012, Vanka et al.,2020). O aumento desses agentes pode
causar prejuizos a nivel de lipidios, de proteinas ou mesmo de acidos nucleicos, o que
contribui com a progressdo e o agravamento da doenca, podendo levar a injaria
tecidual local (Percario et al.,2012; Cobb and Cole, 2015).

O sequestro de células na vasculatura cerebral e a resposta inflamatoria
podem, ainda, interferir na integridade da barreira hematoencefélica, uma barreira
protetora composta por células endoteliais, pericito, células gliais e membrana basal
(Hora et al., 2016; Nischant and Schiler, 2019). Essa barreira seleciona a passagem
de metabdlitos para o tecido cerebral, o que é importante para a manutencdo da
homeostasia local e previne a entrada de patdogenos no Sistema Nervoso Central
(SNC) (Rénia et al., 2012). Mishra e Newton (2009) observaram ruptura das proteinas
juncionais nas células endoteliais vasculares da barreira hematoencefalica,
constatado por analises pés-mortem em pacientes malaricos. Alguns autores sugerem
gue a ocluséo dos vasos durante o sequestro celular cria um local de hipertensdo que
forca as juncOes existentes entre as células do endotélio e que protegem a barreira
entre o sangue e o cérebro, desse modo ocorre uma ruptura que passa a permitir a
passagem de substancias nocivas para o SNC (Rénia et al., 2012). Além disso, 0
processo imuno-inflamatério estabelecido também contribui com o aumento da
permeabilidade local devido a presenca das células efetoras citotoxicas, as TCD8*
(Souza et al., 2015; Huggins et al.,2017). Essas células expressam na sua superficie
LFA-1 e VLA-1, proteinas ligantes para ICAM-1 e VCAM respectivamente, e parecem
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ser cruciais para 0s eventos associados a patologia e complicagdes observadas, pois
sado responsaveis por liberar substancias como a perforina, que induzem a morte
celular, contribuindo com a hemorragia vascular e quebra da barreira
hematoencefalica, o que leva a formacdo de um inchaco ou edema (Swanson et al.,
2016; Huggins et al.,2017; Ghazanfari et al.,2018).

O comprometimento da barreira hematoencefalica possibilita a exposi¢cao
das células nervosas a mediadores inflamatoérios e pro-oxidantes, o que pode culminar
em neurodegeneracdo e, consequentemente, no desenvolvimento de danos

neurocognitivos associados a doenca (Combes et al., 2012; Hora et al.,2016).
1.2.2. Disfunc¢éo Cognitiva

A malaria cerebral est4d associada com alta mortalidade e déficits
neurocognitivos a longo prazo (Landfitt et al.,2019; Schiess et al.,2020). Déficits
neurologicos sao observados, com frequéncia, em criancas doentes hospitalizadas,
mas grande parte se resolve dentro de 6 meses (Boivin et al., 2014). Outros estudos
sugerem que, apos recuperacdo da doenca, muitas dessas criangas sustentam
lesGes cerebrais graves, responsaveis por tais sequelas, e relatam a persisténcia
dessas lesBes por varios anos (Idro et al., 2010; Bungirana et al., 2011; Schiess et
al.,2020). Segundo Idro e colaboradores (2010), aproximadamente 25% dos infantes
sobreviventes demonstraram perda cognitiva, de funcdo motora ou danos
comportamentais no periodo entre 6 meses a 9 anos apos terem adquirido a doenca.
Com isso, o impacto da perda neuroldgica subsequente a infec¢cdes do sistema
nervoso central pode ser devastador, acarretando dificuldades a nivel social e
econdmico a seus portadores devido a reducdo de oportunidades de educacao,
trabalho ou mesmo em relacionamentos pessoais (Carter et al., 2003; Oluwayemi et
al., 2013).

Estudos em modelos experimentais com Plasmodium berghei ANKA
mostraram danos cerebrais em regides importantes como foérnix, cértex e o
hipocampo (Desruisseux et al., 2008; Reis et al.,2012). O comprometimento dessas
areas cerebrais é prejudicial em todas as esferas cognitivas como déficits de
linguagem, atencdo, habilidades espacos visuais, funcdes executivas e perda de
memodria, a sequela persistente mais comum (Fernando et al., 2010; Oluwayemi et
al., 2013).
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1.2.2.1 Memorias: Formacao e Consolidagéo

Memorias podem ser divididas quanto ao seu conteudo em dois grandes
grupos: memorias declarativas (de eventos, fatos ou conhecimentos) ou memarias
de procedimentos ou habitos (andar de bicicleta, escrever em uma méaquina, etc.). A
memoria declarativa, o que comumente chamamos de memoaria, esta relacionada a
capacidade de recordar ou reconhecer pessoas, objetos e lugares (Izquierdo et al.,
2013).

As memoarias podem ser divididas, ainda, quanto a sua temporalidade em
memorias de curta ou longa duracdo (lzquierdo, 2013). Esse tipo de divisdo é
particularmente valido para memdrias do tipo declarativas, e faz referéncia a
memoéria formada nas primeiras horas, logo apos o aprendizado (meméria de curta
duracdo) e a memoria que demora horas para ser formada e é duradoura (memoria
de longa duracédo) (lzquierdo, 2008). Apesar de, a principio, parecerem eventos
subsequentes, recentemente estudos demonstraram que as memorias de curta e de
longa duracdo ocorrem de maneira paralela, recrutando de forma independente as
moléculas envolvidas no processo de formacgédo e consolidacao (lzquierdo, 2008;
Izquierdo et al., 2013).

O processo de formacédo de memoria € caracterizado por uma sequéncia
de eventos bioquimicos no hipocampo, que envolve a ativacéo de trés diferentes tipos
de receptores glutamatérgicos, o AMPA (a-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropionico), o NMDA (N-metil-D-aspartato) e receptores metabotrépicos. Os
receptores NMDA tém destaque por recrutarem, quando ativados, as proteinas
envolvidas na sinalizacao que leva a formacéao de memoaria e aprendizagem (Sweatt,
2016; Lisman et al.,2018). Esses receptores tém seu canal ibnico bloqueado por ion
Mg*? quando estdo inativos e s6 podem ser ativados na despolarizagdo neuronal,
gue permite o deslocamento de Mg*2 e a abertura do canal ibnico (Wang and
Peng, 2016). A ativacdo de receptores AMPA permite a despolarizacdo dos
neurdnios através do fluxo de ions Na*? e K* (Itoh et al., 2016; Wang and Peng,
2016).
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Figura 4: Via de sinalizacdo glutamatérgica disparada no processo de formacdo e
consolidagdo de memodria. A ativacdo de receptores glutamatérgicos permite a ativagdo de uma
cascata de sinalizacdo que leva a producdo de fatores de crescimento associados a formacéo de
potenciais de longa-duracéo (LTP). Igreja-Silva, T.

Com a ativacdo dos receptores NMDA ocorre a entrada de Ca*?e a
consequente ativacdo de cascatas bioquimicas que irdo promover a ativacdo de
proteinas quinase (PKA, PKC, PKG e CaMKIl) e induzir um aumento na expresséo de
fatores de transcricdo importantes para a sintese de proteinas envolvidas na
plasticidade neuronal e na formacdo e consolidacdo de memoaria (Izquierdo and
Medina, 1997; Lisman et al.,2018; Baltaci et al.,2019). A ativacao das vias das MAPK
e PI3K/AKT leva a producdo de CREB e S6, fatores de transcricdo que uma vez
ativados por proteinas quinase sédo capazes de regular a producéo de neurotrofinas
gue vao estimular a formacéo de potenciais de longa duracéo (LTP), relacionados ao
processo de formacéo e consolidacdo de memoaria (Figura 4) (Katche et al., 2013;
Lisman et al.,2018). Ainda, a ativacdo dessa via induz a producdo de NO por
ativacdo de nNOS, um importante mensageiro retrogrado produzido pos-
sinapticamente e que atua no terminal pré-sinaptico favorecendo a liberacédo de

neurotransmissores, 0 que induz a manutencdo dos LTP e a sustentacdo de
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sinapses, um evento importante para a plasticidade sinaptica e a consolidagcéo de
memoéria (O’Dell et al.,1991; Zhuo et al., 1998; Garthwaite, 2019).

Durante a ativacao da via acima descrita, o fator neurotrofico BDNF (brain-
derived neurotrophic fator) € uma das principais proteinas produzidas e atua tanto na
formag&o de memoérias como também na determinacdo de memorias consolidadas,
gue persistirdo por poucos dias ou por semanas (lzquierdo et al.,2013; Itoh et al,
2016; Gonzalez et al.,2019). Esta molécula é particularmente importante na
formacdo de memoria de longa duragdo e diversos trabalhos ja demonstraram
gue reducdes nos niveis fisiolégicos de BDNF estdo associadas as disfuncdes
cognitivas observadas em desordens neuropatoldgicas, inclusive no modelo
experimental de malaria cerebral (Giacobbo et al.,2019; Wang et al., 2016; Comim et
al., 2012).

Os LTP consistem no aumento persistente da resposta de neurdnios a
breve estimulacao repetitiva de um axénio ou de um conjunto de axénios que fazem
sinapses com elas (Sweatt, 2016). Muitos estudos tém sido realizados sobre a base
molecular dos LTP na regido CA1l do hipocampo para o processo de formacgao de
memoria (Izquierdo, 2008; Sweatt, 2016; Lisman et al.,2018; Baltaci et al.,2019). O
hipocampo é a principal estrutura envolvida no processo de formacado de memoaria
(Izquierdo and Medina,1997). O aumento das respostas pos-sinapticas por horas,
dias ou semanas parece indicar a importancia de LTP na formacdo e
armazenamento de memorias de longa duragéo (Izquierdo et al., 2008). Para isso,
a regido CA1 se conecta com outras regides cerebrais, enviando fibras excitatérias
a uma regiao chamada subiculo, que emite novas fibras para o coértex entorrinal,
gue emite axbnios para o giro denteado, que projeta para outra regiao hipocampal
denominada CA3, cujos axbnios fazem sinapses excitatdrias com células piramidais
de CAl, completando o chamado sistema hipocampal (Figura 6) (Izquierdo, 2008;
Goode et al., 2017; Baltaci et al., 2019).
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Figura 5: Circuito nervoso hipocampal relacionado ao processo de formagéo e consolidagdo

de memoria. Extraido de https://netnature.files.wordpress.com/2011/02 /hipocampus.jpg

Segundo Wu e colaboradores (2013), déficits nas transmissfes sinapticas
do sistema hipocampal, em especial nas regides CA1 e CA3 do hipocampo, podem
acarretar perdas cognitivas. A desregulacédo dos processos fisiolégicos celulares no
SNC em regides cerebrais associadas a cognicdo pode estar relacionada ao

desenvolvimento de complica¢cdes cognitivas.

1.2.2.2. Mecanismos associados a disfuncdo cognitiva

1.2.2.2.1. Neuroinflamacao

Durante a malaria cerebral, a neuroinflamacdo desencadeada auxilia a
resposta inflamatoria periférica na secrecéo de fatores pro-inflamatoérios, bem como
na producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, amplificando a presenca
desses fatores no cérebro (Tronel et al., 2013; Yang and Zhou, 2018). Em 2012, Reis
e colaboradores demonstraram, em modelo experimental, a participacdo do processo
de neuroinflamacdo no desenvolvimento do dano cognitivo observado na malaria
cerebral.

Em situacdes de desafio ou sob injarias cerebrais, as células gliais do SNC,
especialmente microglias e astrocitos, podem ser ativadas assumindo funcdes

neuroimunolégicas (Sochocka et al.,2016). Ambas as células sofrem alteragbes


https://netnature.files.wordpress.com/2011/02%20/hipocampus.jpg

22

conformacionais e funcionais ao serem ativadas por citocinas, principalmente IL-13 e
TNF-a (Greenhalg et al.,2020; lovino et al.,2020). Esse evento é, inicialmente
benéfico, visando o retorno ao estado de homeostasia local, mas pode se tornar
deletério devido a resposta inflamatoria local sustentada (Yang and Zhou, 2018).

Fisiologicamente, as microglias sao células conhecidas como macréfagos
residentes, sendo responsaveis pelo monitoramento e vigilancia local (Greenhalg et
al.,2020). Essas células também podem participar de fungdes neuroprotetoras,
auxiliando a plasticidade sinaptica e estimulando a neurogénese, além de remover
sinapses desnecessarias (Shastri et al, 2013). Por sua vez, os astrécitos sédo as
células mais numerosas do SNC e estdo envolvidos em diversas fungbes como o
desenvolvimento e funcdo neuronal, manutencdo da barreira hematoencefalica,
regulacdo do metabolismo energético, homeostase i6nica e captacao e liberacao de
neurotransmissores (Sofroniew and Vinters, 2010; Shastri et al., 2013; Greenhalg et
al.,2020).

Durante desordens neuroldgicas, a ativacdo excessiva das células gliais
acarreta a producdo desregulada de fatores inflamatérios, como citocinas pro-
inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) (Sochocka et
al., 2016; Yang and Zhou, 2018). O estresse oxidativo estabelecido pode afetar
diversas regides cerebrais, incluindo o cértex e o hipocampo, as principais areas
envolvidas na formacéo e consolidacdo de memdéria (Maiti et al., 2008). Em 2010,
Reis e colaboradores (2010) demonstraram a participacdo da producéo de espécies
reativas no estabelecimento do dano cognitivo observado em modelo murino de
malaria cerebral. O aumento de espécies reativas pode interferir na transmissao
colinérgica neuronal do SNC, crucial para formacao de meméoria. (Wiese et al., 2006;
Tabrizian et al., 2011, Isah and lIbrahim, 2014). A desregulacdo das fungbes das
células gliais potencializa uma cascata de eventos nocivos, promovendo o
lancamento de fatores neurotoxicos que causam danos aos neurdnios saudaveis e
favorece o processo de neurodegeneracdo, que € caracterizado por rupturas
sinapticas e vai acarretar a formacao de sequelas cognitivas (Heneka et al., 2014;

Shrivastava et al., 2017; Yang ans Zhou, 2018).
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1.2.2.2.2. Excitotoxicidade Neuronal

No sistema nervoso central, a transmisséo de sinais entre neurdnios ocorre
através de sinapses, que podem ser elétricas ou quimicas (Farley et al.,2014). As
sinapses quimicas sdo as mais discutidas e se caracterizam pela liberacdo de
neurotransmissores nos terminais sinapticos, que interagem com receptores
presentes na membrana dos neurdnios alvo, gerando uma resposta neuroguimica
pds-sinaptica de excitacdo ou inibicdo (Lovinger, 2008; Ovsepian, 2020). O balanco
entre conexdes inibitérias e excitatorias € essencial para manutencdo de fungbes
apropriadas. Neurdnios sao especialmente sensiveis a estimulacdo excessiva de
neurotransmissores de aminoacidos excitatorios, as excitocinas, de modo que uma
desregulacdo sindptica pode ocasionar estimulacdo exacerbada de receptores
neuronais que se torna nociva, culminando em um processo conhecido como
excitotoxicidade neuronal (Armada-Moreira et al.,2020)

A excitotoxicidade neuronal € um evento que se caracteriza pela liberacéo
de grande quantidade de excitocinas na fenda sinaptica (Lewerenz and Maher ,2015).
O glutamato é o principal neurotransmissor do SNC envolvido no processo (Olloquequi
et al.,2018). O excesso de glutamato leva a ativacao excessiva de seus receptores,
notadamente receptores NMDA, nos terminais pos-sinapticos e isso tem mostrado ser
prejudicial em desordens neurologicas, incluindo a malaria cerebral (Miranda et
al.,2010; Esposito et al., 2013; Kuzmina et al.,2019). Miranda e colaboradores (2010)
constataram que niveis aumentados de glutamato estdo associados a disturbios
comportamentais observados na malaria cerebral experimental.

No sistema nervoso central, os astrocitos sdo as principais ceélulas
responsaveis pela maior parte da recaptacéo de neurotransmissores liberados durante
sinapses por expressarem em sua superficie transportadores que auxiliam nessa
funcdo. Em eventos neuropatoldgicos, essas células contribuem com o processo de
excitotoxicidade, pois deixam de fazer essa reciclagem devido a reducdo de
expressdo desses transportadores (lovino et al.,, 2020). Durante 0 processo
neuroinflamatério, anteriormente discutido, citocinas pro-inflamatérias induzem a
ativacdo da sinalizacdo de NFkB, o que modula negativamente a expressdo dos
transportadores de glutamato, EAAT 1 e EAAT2, em astroécitos, levando ao acumulo
desses neurotransmissores no espaco sinaptico (Olmos and Llado, 2014). Além disso,

0 aumento da atividade de hemicanais formados principalmente por conexina (mais
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abundantemente a CX43 nos astrdcitos) pode potencializar o processo neurotéxico
(Orellana et al.,2011; Orellana et al.,2012). Os hemicanais gliais participam da
coordenacao de varios processos celulares relevantes para a sinalizacao intercelular
através da liberacdo de moléculas sinalizadoras paracrinas/autdcrinas. Sob condi¢cées
deletérias, o aumento da abertura de hemicanais também induz o langcamento de
glutamato (Orellana et al.,2012). Além desse, outros gliotransmissores lancados como
o ATP também induzem neurotoxicidade ao ativarem receptores especificos
presentes em células do SNC (Orellana et al.,2011; Orellana et al.,2012). Nas células
microgliais, a molécula de ATP contribui com o evento neuroinflamatério disparando
sinalizacdo que favorece a quimiotaxia e o lancamento de citocinas (Orellana et
al.,2011). Em neurdnios, é capaz de promover a amplificacdo da sobrecarga de Ca ?*
intracelular através da ativacdo de hemicanais neuronais, o que favorece a
excitotoxicidade nos neuronios (Orellana et al.,2011).

Assim como 0s astrocitos, microglias ativadas também podem contribuir
com o0 aumento toxico da concentracdo de glutamato, ja que passam expressar a
enzima glutaminase, a principal enzima responsavel pela producdo de glutamato.
Além disso, a presenca de hemicanais conexina 32 (CX32) e o sistema de transporte
cisteina-glutamato (Xc°), cuja expressao e ativacao € induzida durante a inflamacéao,
possibilitam a liberac&o desse glutamato produzido para o meio extracelular (lovino et
al., 2020)

Conforme ja foi visto, a ativacdo glutamatérgica de receptores NMDA
localizados nos sitios sinapticos esta relacionada fisiologicamente com o processo de
formacdo de memoaria e aprendizagem. Durante a ativacéo da via de excitotoxicidade
neuronal, populacdes extrassinapticas de receptores NMDA passam a ser
superexpressas e sao, também, ativadas, o que ocasiona entrada massiva de ions
Ca*? dentro da célula (Parsons et al., 2014). Ocorre que esse desbalanco idnico leva
a desregulacao na transmisséo do impulso nervoso e induz uma cascata de eventos
gue sao prejudiciais ao tecido, e podem culminar em morte celular neuronal (Parsons
et al., 2014; Lai et al., 2014; Olloquequi et al, 2018).

A morte celular por excitotoxicidade ndo € um evento uniforme, podendo
ocorrer tanto por apoptose como por necrose celular a depender da intensidade e
duracéo do insulto. Além disso, a contribuigcdo da ativacao de vias independentes de
caspase também ja foi documentada (Lai et al., 2014). O fenbmeno é geralmente

aceito como um misto de apoptose e necrose, que podem ser induzidas por diferentes
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eventos decorrentes do processo fisiopatolégico (Portera-Cailliau et al., 1997,
Anilkumar et al., 2017).

1.2.2.2.2.1. Estresse oxi/nitrosativo e morte celular

Notadamente, a exacerbacdo da atividade da enzima nNOS localizada
imediatamente abaixo na via (Lai et al.,2014), e o consequente aumento na producéo
oxido nitrico (NO) é um dos principais mecanismos envolvidos na morte neuronal
associada a toxicidade excitatoria (Olloquequi et al.,2018). Em condic¢des de injaria, o
excesso de NO pode ser nocivo ao contribuir com a formacéo de espécies reativas de
nitrogénio (RNS) extremamente deletérias. O peroxinitrito € um dos intermediarios
reativos de nitrogénio mais discutidos, sendo formado pela associacdo de anion
superoxido (O27), uma espécie reativa de O,, com NO durante distirbios oxidativos.
O peroxinitrito € capaz de interferir sobre varios sistemas fisioldgicos do organismo,
podendo acionar vias de morte por apoptose ou necrose celular (Radi, 2013; Radi,
2018). E um agente que atua sobre diversas biomoléculas, podendo ocasionar a
oxidacdo de lipidios de membrana ou lipoproteinas, promovendo a oxidacdo de
grupamentos protéicos ou mesmo a nitratacdo de residuos que levam a disfungfes
de proteinas e alteram a homeostasia das sinaliza¢des celulares (Radi, 2018). Além
disso, atua em disfuncdes mitocondriais interferindo nos sistemas redox e
bioenergético e pode, inclusive, causar danos oxidativos ao DNA celular (Islam et
al.,2015; Radi, 2018).

O peroxinitrito pode promover a indugao de apoptose via citocromo ¢, com
lancamento de fatores pro-apoptoéticos no citosol por oxidacdo de componentes de
transicdo de permeabilidade de poros mitocondriais (Radi,2018). Essa molécula atua
se ligando irreversivelmente a componentes da cadeia transportadora de elétrons na
mitocondria afetando sua atividade, o que acarreta acumulo de espécies reativas de
oxigénio e aumento do estresse mitoncondrial (Radi, 2013).

O peroxinitrito também é capaz de promover danos ao DNA, pois age sobre
nucleotideos purinas e desoxirribose que sao vulneraveis a oxidacéo, o que ocasiona
ruptura na cadeia de filamentos (Islam et al.,2015; Radi, 2018). Injarias ao DNA celular
causadas por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS), inclusive
peroxinitrito, podem também induzir a apoptose por regulacédo positiva da expresséo

de p53, que atua sobre a expresséo de enzimas pro apoptoticas e o lancamento de
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citocromo c¢ (Brown, 2010). Além disso, o acometimento do material genético durante
0 estresse nitrosativo pode induzir a morte celular por necrose. Ocorre que danos
severos no DNA exacerbam a ativagao de PARP-1 e esgotam NAD+ e ATP na célula,
dando inicio ao processo de morte por necrose (Parcher et al., 2007). Ainda, recentes
observacbes tém sido feitas sobre o papel de PARP-1 em induzir a liberacdo
mitocondrial do fator de inducéo de apoptose (AlF- apoptosis-inducing factor) levando,

mais uma vez, a ativacao de vias apoptoticas (Islam et al.,2015).

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS

A avaliacao da patogénese da maléaria € um problema devido a escassez de
dados patologicos e fisiolégicos em humanos (ldro et al., 2010; Zuzarte-Luis et al.,
2014). Os estudos, principalmente das sindromes graves, sdo limitados, pois
dependem de exames em amostras pds-mortem que nem sempre sao acessiveis
(Shikani et al., 2012). Além disso, a analise dessas amostras instrui somente sobre
o estagio final da doenca e ndo permite a avaliacdo da sequéncia de eventos que
levam aos sintomas iniciais da maléaria cerebral ou a comparacdo dos casos fatais
com agqueles que se resolvem em resposta ao tratamento (Zuzarte-Luis et al.,
2014). Desse modo, podemos mensurar a importancia da experimentagdo animal
para a investigacdo da patogénese da doenca, ja que recapitulam muitas das
caracteristicas do que ocorre em humanos (Desruisseaux et al., 2008; Ghazanfari et
al.,2018).

Dentre os modelos experimentais de maléria ja desenvolvidos, o modelo
murino é o mais amplamente utilizado nas pesquisas devido a questdes éticas e de
custo (Shikani et al., 2012). A figura 6 mostra algumas espécies de Plasmodium sp
utiizadas em modelos murinos: Plasmodium yoelii, Plasmodium chabaudi e
Plasmodium berghei. Essas espécies sdo utilizadas por diferentes linhagens de
camundongos de acordo com o foco do estudo (Matuschewski, 2013; Zuzarte-Luis
et al., 2014).

Nas infeccbes mais graves como a malaria cerebral, o modelo de
camundongos C57BL/6 infectado com PbA é o mais aceito (Zuzarte-Luis et al.,
2014; Ghazanfari et al.,2018). Este modelo, frequentemente referido como malaria
cerebral experimental (MCE), provoca nos camundongos Varios sinais que definem

a malaria grave em seres humanos, incluindo a acidose metabdlica, angustia
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respiratéria aguda, disfuncédo hepéatica e danos neurolégicos e comportamentais
(Desruisseaux et al, 2008; Cromer et al., 2013). Ainda, neste modelo de MCE,
observa-se pouco sequestro de hemacias parasitadas nos vasos do cérebro, onde
se detecta, principalmente, leucécitos aderidos (Reis et al.,2012; Cromer et al.,
2013). Essa é principal diferenca observada entre a infeccdo humana e o modelo
experimental, sabe-se que a maioria das células envolvidas no sequestro sdo
leucécitos, notadamente macrofagos e células TCD8* (Ghazanfari et al., 2018). Esse
sequestro também pode ser visto em outros 6rgaos, e existe o envolvimento de um
processo inflamatério que se assemelha ao que ocorre nos pacientes com malaria
grave (Cromer et al., 2013; Ghazanfari et al., 2018). No entanto, a relevancia do papel
da resposta inflamatoria para o desenvolvimento da doenga em humanos e no modelo
murino parece ser distinta e, enquanto a malaria cerebral experimental é tida
basicamente como uma sindrome inflamatoria, a malaria cerebral humana decorre,
principalmente, em funcdo da citoadérencia de hemacias parasitadas e obstrucéo dos
microvasos cerebrais (Storm and Craig, 2014; Ghazanfari et al., 2018) Ainda assim, o
modelo de infeccdo com Plasmodium berghei ANKA é o modelo experimental que
mais se assemelha aos achados clinicos, sendo de suma importancia para a
compreensao da patogénese da malaria cerebral, a mais complicada das sindromes
malaricas de maior gravidade e suas sequelas, e foi 0 modelo de escolha nesse

estudo.
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ALI/ ARDS - Acute Lung Injury / Acute Respiratory Distress (Injiria Pulmonar Aguda/ Estresse Respiratério Agudo)
AKI - Acute Kidney Injury (Injuria Renal Aguda)

ECM - Experimental Cerebral Malaria (Malaria Cerebral Experimental)

LI - Liver Injury  (Injlria hepatica)

PM- Placental Malaria (Malaria placentaria)

SMA - Severe Malaria Anemia  (Anemia Severa por Maléria)

Figura 6: Cepas de Plasmodium sp. que infectam diferentes linhagens de camundongos

usadas em modelos murinos experimentais. Extraido e adaptado de Zuzarte-Luiz et al., 2014

1.4 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Apesar do uso rotineiro de medicamentos antimalaricos eficazes, a taxa de
mortalidade por malaria grave, incluindo a malaria cerebral, permanece
consideravelmente alta (Varo et al.,2018; OMS, 2020). Até 0 momento, varios tipos de
terapia adjuvante ao uso de antimalaricos foram testados sem sucesso (Varo et
al.,2018; Bruneel, 2019). O uso da terapia adjuvante tem por objetivo a melhora do
desfecho clinico e/ou reducdo da mortalidade, além da busca pela prevencdo de
déficits neurocognitivos de longo prazo. Nesse contexto, algumas abordagens
terapéuticas tém sido utilizadas apos o inicio dos sintomas neurolégicos baseadas no

entendimento da doenga como uma patologia multifactorial (Varo et al.,2018).
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A maléria é antes de tudo uma doenca parasitaria e a transfusdo de sangue,
no caso de altas parasitemias, tem sido proposta como terapia conjunta ao uso de
antimalaricos visando o controle dos efeitos da doenca em funcéo da presenca do
invasor (John et al.,2010). Essa estratégia visa reduzir o estimulo antigénico e as
respostas pro-inflamatoérias a esses antigenos, além da reducdo da depuragdo de
hemacias e hemolise, uma vez que as células transfundidas ndo sado infectadas e tém
deformabilidade normal (Varo et al.,2018).

Com base no papel critico da resposta do hospedeiro na determinagcédo do
inicio, gravidade e resultado da infeccao por P. falciparum, diferentes terapias
adjuvantes imunomoduladoras tém sido avaliadas como o uso de esterdéides, agentes
com acdo anti-inflamatéria ou mesmo o uso de anticorpos monoclonais anti-TNF-a
(Varo et al, 2018). A Imunomodulacéo é uma ferramenta que visa modificar a resposta
imune e direcionar diferentes vias (John et al.,2010). Alguns imunomoduladores
também podem conter efeitos anti-oxidantes, um efeito adicional na busca da melhora
do quadro clinico de malaria cerebral (Varo et al.,2018). De fato, o uso de agentes
anti-oxidantes também vem sendo testado ja que o estresse oxidativo participa do
estabelecimento da malaria grave (Reis et al., 2010; John et al.,2018).

Outro foco das terapias atuais é disfuncdo endotelial, um dos eventos
caracteristicos da doenca (Bruneel,2019). O uso de reguladores do eixo da
angiotensina tem sido abordado como uma interessante estratégia. A distribuicdo de
moléculas de sinalizacdo gasosa como NO, a administracdo de atorvastatina ou de
vitamina D estdo entre as intervenc¢des dessa categoria, buscando melhorar a fungéo
do endotélio e o fluxo sanguineo local (Varo et al,2018). Ainda, o uso de
anticoagulantes tem sido proposto com agente inibidor dos processos de citoadesao
e formacéao de rosetas (John et al.,2010; Bruneel,2019).

Mesmo com 0s avancgos acima citados, ainda hoje n&o existe terapia aprovada
para o tratamento da malaria cerebral ou prevencao dos danos neurolégicos
decorrentes da doenca. Os estudos sobre o0 assunto tém proposto alvos terapéuticos
direcionados aos diversos eventos associados a patogenia da doenca (Varo et
al.,2018). Em complemento ao que ja se tem hoje em dia, medicamentos que atuem
no direcionamento e ativagao de vias de neuroprotecdo e sobrevida neuronal também
tém sido discutidos (John et al.,2018; Bruneel,2019). O uso de indutores de vias de

sobrevida e producéao de fatores neurotréficos, bem como inibidores de vias indutoras
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de dano celular ativadas no curso da doenga tém se apresentado como interessante
estratégia terapéutica em busca da neuroprotecdo e prevencdo de sequelas
neuroldgicas (Varo et al. ,2018).

A memantina € uma droga com acdo inibitéria de receptores NMDA
extrassinapicos que estdo envolvidos no fendmeno da excitotoxicidade neuronal e
tem surgido como proposta terapéutica de neuroprotecdo (Olivare et al.,2012;
McShane et al.,2019). A memantina ja esta aprovada para tratamento de casos
moderados a graves do mal de Alzheimer e tem demonstrado resultados promissores
guanto ao desfecho clinico da doenca (McShane et al.,2019). Esse medicamento tem
um bom perfil de seguranca e esta cada vez mais sendo estudado como terapia em
potencial para uso em uma variedade de disturbios neurolégicos ndo demenciais
(Kikutchi,2020). No presente trabalho, utilizamos a memantina como terapia de
interesse, bem como um inibidor seletivo de nNOS (enzima ativada na sequéncia
de ativacao de receptores NMDA), na busca de avaliar a relevancia e implicacdes do
fendbmeno de ativacdo glutamatérgica exacerbada neurotoxica (excitotoxicidade
neuronal) para o estabelecimento da malaria cerebral experimental e das disfuncdes

cognitivas decorrentes dessa doenca.
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2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo geral avaliar os eventos associados ao
processo de excitotoxicidade neuronal durante a patogénese da malaria cerebral experimental

e formacéo das sequelas cognitivas associadas a doenca.

2.2 Objetivos especificos:

A partir do uso dos inibidores farmacolégicos memantina, inibidor de
receptores NMDA extrassinapticos (GLUN2B), e 7-nitroindazol, inibidor
seletivo da enzima Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), como tratamento
de camundongos infectados com PDbA, objetivou-se avaliar durante o modelo

experimental de malaria cerebral:

- A participac&o da excitotoxicidade neuronal na formagéo da disfungéo cognitiva;

- A caracterizagao do processo de ativacao da via excitotoxicidade neuronal:
- Expressao de receptores NMDA extrassinapticos;

- Expressao da enzima nNOS.

- A acao da excitotoxicidade neuronal sobre o processo de neuroinflamacao associado

a patologia:

Producao de citocinas proé-inflamatorias;

Atividade de mieloperoxidase (MPO);

Producédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio;

Avaliagéo de marcadores de astrogliose.

- A relacao entre a excitotoxicidade neuronal e a disfuncéo sinaptica, bem como a
influéncia do evento excitotoxico na neurodegeneracéo observada:
- Avaliacdo da expressao de proteinas associadas a fungdo sinaptica;

- A ativacéo do processo de morte celular por apoptose.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais:

Para os ensaios de malaria cerebral experimental foram utilizados
camundongos machos de linhagem C57BL/6 (n=5-10/grupo) com peso de 18 a 20
gramas, fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB/FIOCRUZ), licenga CEUA-L015/15. Durante os experimentos, 0s animais foram
mantidos no Biotério do Pavilhdo Ozdério de Almeida, do Instituto Oswaldo Cruz. Os
mesmos foram alocados em gaiolas plasticas de microisoladores ventilados, a
temperatura ambiente, com livre acesso a racdo e agua e em ciclo claro/escuro de
12/12 horas.

3.2 Manutencéo e Infeccgéo:

Cepas de Plasmodium beghei ANKA (PbA) foram mantidas através da
coleta de sangue de animais doadores com aproximadamente 10% de parasitemia e
congeladas em nitrogénio liquido, apds centrifugacao e substituicdo do plasma pela
solucdo de congelamento. O sangue coletado foi centrifugado a 2500 rpm por 10
minutos para separar as hemacias do plasma que é substituido por uma solucéo
tamponada de glicerolito para que o sangue pudesse ser congelado. Para os
experimentos, sangue coletado de camundongos com 10% de parasitemia foi utilizado
na infeccéo do grupo experimental. Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 10°
heméacias parasitadas. Como controle, animais receberam 10°% hemécias néo

parasitadas.

3.3 Parasitemia e Sobrevida

Para a avaliacdo da parasitemia foi feito um pequeno corte na ponta do
rabo dos camundongos para a coleta de uma gota de sangue, no 6° dia de infeccéo.
O sangue foi colocado em laminas para a confeccdo de esfregacos sanguineos,
posteriormente, corados por Método Pandtico Rapido. As laminas coradas foram

levadas a um microscopio éptico sob 6leo de imersdo em aumento de 1000 x para a
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contagem da parasitemia dos animais. A parasitemia dos animais foi avaliada no 6°
dia pos-infeccéo. A mortalidade foi observada todos os dias a partir da infeccdo e até

gue todos 0s animais morressem.

3.4 Escore Clinico de avaliacdo de gravidade da doenca

No sexto dia de infeccdo, os camundongos comegam a apresentar sinais
clinicos que sao indicadores de gravidade da doenca. A maléria grave, como dito
anteriormente, se caracteriza por diversas disfun¢des tais como: anemia grave,
acidose metabdlica, estresse respiratorio e malaria cerebral (Rénia et al., 2012).
Dezoito critérios associados a malaria grave sédo analisados por animal: pilerecéo,
interesse pelo ambiente, andar vacilante, corpo arqueado, paralisia de pata,
respiragdo alterada, cor da pele, batimento cardiaco alterado, fechamento de
palpebras, lacrimacédo, escape ao toque, forca ao agarrar, alteracao de temperatura,
tbnus dos membros, tbnus do abdémen e ténus corporal, convulsdes e coma. Os
animais infectados sao avaliados de modo a se constatar ou ndo a presenca dessas
alteracdes. O controle também é colocado em teste de modo a confirmar a auséncia
de interferéncias externas no experimento. O animal recebe 1 ou 0 pontos, de acordo
com a presenca ou ndo de cada uma das alteracdes acima descritas. O escore total
de cada animal é feito, entdo, a partir da soma das alteracdes encontradas, de modo
gue a observacao de quatro ou mais alteracdes indicam o estabelecimento de um

guadro mais grave com possivel comprometimento neuroldgico (Reis et al., 2012).

3.5 Farmacos administrados

Para avaliar o papel da excitotoxicidade neuronal na maléaria cerebral
experimental, os animais em estudo foram submetidos a inibicdo farmacologica pelos
farmacos memantina (10 mg/kg peso corporal (p.c), 200uL, via oral diluida em NaCl
0,9%), um inibidor, preferencialmente extrassinaptico, do receptor NMDA ou 7-
nitroindazol (SIGMA-ALDRICH, Brasil) (25 mg/kg p.c., 200uL, via intraperitoneal
diluida em salina com etanol 15% + tween 1,25%), um inibidor seletivo da enzima
NNOS. O tratamento com os farmacos de interesse foi realizado de maneira

terapéutica a partir do 5° dia de infeccédo aos primeiros sinais clinicos da doenca.
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Animais direcionados as avaliagfes cognitivas no 15° dia de infeccéo,
receberam antimalarico cloroquina (SIGMA-ALDRICH, Brasil) (25 mg/kg p.c., 200 L,
via oral diluida em NaCl 0,9%) de maneira adjuvante ao tratamento com as drogas de
interesse, durante 7 dias, a partir do 5° dia de infeccdo para controle e prevencao da
mortalidade por niveis elevados de parasitemia.

3.6 Testes Comportamentais

3.6.1 Freezing

O teste freezing foi realizado com o objetivo de avaliar danos na capacidade
cognitiva associado a resposta ao medo condicionado (Soya et al., 2013). Na sessao
treino, os camundongos foram colocados na caixa experimental a explorar por 5
minutos. Apds esse tempo, receberam um choque de 0,6 mA por 3 segundos e, 30
segundos apds o primeiro choque, os animais foram submetidos a outro choque de
mesma intensidade e duracdo. Na sessao teste, os camundongos voltaram a caixa
experimental sem receber choque e foi observado, entdo, o tempo em que 0s animais
ficaram parados mediante a iminéncia de um possivel choque. O intervalo entre as

sessoes treino e teste foi de 24 horas (Fanselow,1980; Reis et al.,2017).

3.6.2 Labirinto aquatico de Morris (Water Maze)

O teste Labirinto aquatico de Morris foi utilizado para a avaliacdo cognitiva de
memoria espacial. Durante o ensaio, 0s animais foram colocados em uma piscina com
didametro de 1,04 m e com altura de 55 cm. A piscina foi dividida em 4 quadrantes,
sendo que em um deles foi colocada uma plataforma de acrilico com as dimensodes
de (13 x 30 x 13 cm) submersa. Os animais foram treinados por 4 dias, em sessodes
de 60 segundos, a aprenderem o caminho até a plataforma. O tempo transcorrido até
chegada do animal a plataforma (tempo de laténcia) foi registrado. No ultimo dia (5°),
a plataforma foi retirada e o tempo, em 60 segundos, gasto pelos camundongos no
guadrante em que a plataforma se encontrava foi anotado (Morris, 1984; Reis et al.,
2017).
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3.7 Coleta de amostras

3.7.1 - Sangue

Os camundongos C57BL/6, tratados ou nédo, foram anestesiados por via
inalatéria com Isoflurano e as amostras de sangue foram coletadas por via ocular,
desprezando-se o sangue em eppendorfs. O sangue foi centrifugado a 2500 rpm em

centrifuga clinica por 10 minutos. O soro foi coletado e estocado no freezer -80°C.

3.7.2 — Cérebros

Posteriormente a coleta de sangue, foi realizada a perfusdo dos animais
com solucéo salina (NaCl 0,9 %) e, apds a lavagem de todo o sangue, foi feita a
abertura do cranio para a remoc¢ao do cérebro dos animais. Estes cérebros foram
coletados e dissecados ou ndo nas regides de interesse, cortex e hipocampo.
Amostras que sofreram a disseccao apoés a coleta, tiveram a area de interesse isolada
com o auxilio de uma lamina de bisturi. Apos a separacao da area do cortex cerebral
e hipocampo, utilizou-se um pincel de ponta fina para exp6r a estrutura do hipocampo
e separé-la do coértex, de modo a ndo danificar as estruturas cerebrais. Apds a coleta,

as amostras cerebrais foram armazenadas em freezer -80°C.

3.8 Andlise de atividade de mieloperoxidase (MPO) cerebral

A mieloperoxidase parece estar associada ao estresse oxidativo observado
em algumas patogenias, tendo sido avaliada sua atividade. Para isso, metade dos
cérebros extraidos pos-perfusdo foi pesado com o fim de preparacdo da solucao de
homogeneizacdo (PBS-EDTA 5 pM + Brometo de cetildimetilamonio 0,5% (HTAB)).
As amostras foram homogeneizadas seguindo a proporc¢éo de 100 L de solucéo para
cada 50 mg de tecido. Em seguida, as amostras foram centrifugadas em centrifuga
refrigerada a 4°C por 4000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante das amostras foi
separado e, entéo, recentrifugado por 1200 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
final foi coletado e colocado junto aos regentes em placa de fundo curvo para reagirem
por 30 minutos a 37°C. Retirou-se 50 pL do sobrenadante de cada amostra que foi
adicionado a 50 pL da solugdo de homogeneizacdo e 50 pL de solugdo de o-
dianisidina (0,68 mg/mL), sendo incubados por 30 minutos. ApGs esse tempo, foi
adicionado 50 pL de peroxido de hidrogénio (H202 - 0,006%) a reacdo que perdurou
por mais 10 minutos. Transferiu-se 200 pL para uma placa com fundo chato para a
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leitura das amostras em espectrofotdmetro a 460 nm. O calculo foi realizado a partir

do valor da absorvancia/peso das amostras cerebrais.

3.9 Dosagem de citocinas através do ensaio imunoabsorc¢éo ligado a Enzima

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA)

Para avaliar a resposta inflamatoria através da liberacao de citocinas pro-
inflamatérias, foram dosados os niveis de TNF-a e IFN-y em amostras de cérebro dos
camundongos em analise utilizando-se o kit R&D dual set. Da mesma forma, o
marcador de astrogliose, s10083, também foi avaliado em amostras de soro.

Placas de fundo chato para ensaio em volume reduzido foram cobertas com
o anticorpo de captura diluido em PBS (50 uL/po¢o) e seladas com filme plastico. Apds
incubacao por 16 horas a 4°C, as placas foram lavadas quatro vezes com tampao de
lavagem constituido de PBS 1 acrescido com Tween® 0,05% (100uL/pogo) e
incubadas durante uma hora com a tampéao de bloqueio constituido de PBS acrescido
com 1% de albumina sérica bovina-BSA (100 uL/pogo) (Sigma Aldrich). A curva
padrao foi diluida em tampé&o de bloqueio + Tween® (0,05%) e aplicada na placa, bem
como as amostras (50 uL/pogo). Apds nova incubagao por 16 horas a 4°C as placas
foram lavadas 4x com tampao de lavagem e o anticorpo de deteccdo diluido em
tampéao de bloqueio + Tween® (0,05%) (50 uL/pogo) foi adicionado. Uma hora apés a
incubacdo com o anticorpo de deteccao, as placas foram lavadas 6x com tampéao de
lavagem e foi adicionada a solucdo de streptavidina-peroxidase (R&D dual set) (50
ML/pocgo). Trinta minutos apds a incubagao no escuro, as placas foram lavadas 8x com
tampéao de lavagem e foi acrescida a solucao de 3,3-,5,5-Tetrametilbenzidina (TMB,
Sigma Aldrich), substrato para a reacao colorimétrica. Apés desenvolvimento
satisfatorio de cor na curva-padrao, a reacao foi interrompida com solucao de H2SOa4,

0,4N (50 uL/poco) e a absorbancia a 405 nm foi determinada pela leitora de placas.
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3.10. Western Blotting

As amostras cerebrais coletadas foram divididas em regides de interesse:
cortex e hipocampo. Estas amostras foram maceradas em tampao de lise RIPPA (Tris-
HCI 50Mm;150 mM de NacCl; Triton 1%; Deoxicolato de Sodio 0,5%; SDS 0,1%, EDTA

1mM; Ortovanadato de sédio 1mM; pH 7,5-8,0) segundo o esquema abaixo:

Amostras de cortex 1mL de RIPPA
Amostras de hipocampo 300 pL de RIPPA

As amostras maceradas foram sonicadas e, posteriormente, centrifugadas
para a obtencdo do sobrenadante com as proteinas a serem analisadas. O
sobrenadante coletado foi submetido a quantificacdo de proteinas, segundo o método
de quantificacdo pelo kit BCA (Pierce, Thermo Scientific, EUA). Essa quantificacdo foi
feita a partir de amostras de sobrenadante previamente diluidas 10x em solucdo de
PBS. Apés a etapa de quantificacdo de proteinas, as amostras foram preparadas em
tampao de amostra 1:1 de modo que a concentracéo final de proteinas em cada poc¢o
do gel fosse igual a 50 pg/ 15ul (7,5 yL de amostra diluida em RIPPA + 7,5 uL de
tampéao de amostra a base de 3-mercaptoenol).

Para realizacdo do ensaio de Western blotting, foi utilizado o protocolo
segundo o manual fabricante Odyssey system™ (Li-Cor, Biociences, EUA). Aplicou-
se 5 pl do padrdo de peso molecular (RAINBOW Odyssey system™ - Li-Cor,
Biociences). Em seguida, as amostras foram submetidas a corrida de eletroforese (em
gel de acrilamida 4-20%, Mini-Protean TGX precast Gels®- BioRad) com a aplicacao
de 110 V por duas horas e em seguida, foi feita a transferéncia para membrana de
nitrocelulose (Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences, EUA) previamente
permeabilizada em metanol 100%, utilizando tampé&o de transferéncia Tris-Glicina
(Tris 25mM; Glicina 190 mM; pH 8,3) metanol 20 %. A transferéncia foi realizada a 400
mA por 120 minutos em sistema molhado. Apos a transferéncia, a membrana foi
incubada por 1 h com solugdo bloqueadora preparada com BSA (Albumina Sérica
Bovina — Bovin Serum Albumin) a 5% diluida em TBS (Tris 10mM; NaCl 150Mm; pH
8,0) 0,05% Tween®. Posteriormente, a mesma foi incubada overnight com anticorpo
primario diluido em solugdo de blogueio e TBS Tween® 1:1. Para a avaliagdo de

marcadores do evento de excitotoxicidade neuronal foram utilizados os anticorpos



38

primarios rabbit anti-GIuN2B (1:1000, Abcam) e rabbit anti-nNOS (1:1000, Abcam). A
verificacdo da ativacdo da inflamacéao local foi realizada através de marcacdo com
anticorpos primario rabbit anti-ERK1/2 (1:1000, Abcam) e rabbit anti-GFAP (1:1000,
Abcam), esse Ultimo como marcador de astrogliose associada a neuroinflamacao.
Para avaliacdo estresse oxidativo e nitrosativo foram utilizados anticorpos primarios
mouse anti-Hidroxinanoenal (HNE) (1:1000, Abcam) e mouse anti-nitrotirosina (NT-3)
(1:500, Abcam). A analise da func&o neuronal foi realizada através da marcacao com
anticorpos primarios anti-sinaptofisina (1:1000, Abcam) e anti-PSD-95 (1:500, Abcam).
Para avaliacdo da morte celular, foram utilizados os anticorpos primarios rabbit anti-
caspase-3, rabbit anti-caspase-9 e mouse anti-caspase-8 (1:1000, Abcam) e para
normalizacdo da quantidade de proteinas foi utilizado o anticorpo primario goat anti-
actina (1:10000, Abcam) para marcar a proteina constitutiva actina. As proteinas de
interesse foram identificadas pela incubacado da membrana, protegida da luz, por meia
hora, com os anticorpos secundarios (anti-rabbit e anti-mouse - Li-Cor, Biociences)
diluidos em TBS Tween®. As membranas foram escaneadas e a detec¢céo das bandas
foi feita atraveés da densitometria com auxilio do software Odyssey Infrared Imaging

system®.

3.11. Anélise estatistica

As analises dos dados foram expressas como média + SEM. Para analise
da mortalidade foi utilizado o teste Log-rank (Mantel Cox). A comparagao entre as
variancias em torno da média dos grupos foi feita pelo teste de ANOVA para analise
dos dados de parasitemia, escore clinico, modelos comportamentais de freezing e
labirinto aquético de Morris, andalise de citocinas e marcadores de neuroinflamagéo,
expressdo de receptores NMDA extrassinapticos (GLUN2B), estresse oxidativo,
atividade de MPO e disfuncédo sinaptica, utilizando-se ANOVA seguido do teste de
Tukey. A andlise de expressdo de nNOS e morte celular foi feita por comparacéo entre
a média do grupo infectado tratado com o grupo nao tratado pelo teste t de Student.
Em todas as analises, foram considerados estatisticamente significativos valores de p
<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo do tratamento com memantina ou 7-nitroindazol em
camundongos C57BL/6 no desenvolvimento da maléaria cerebral experimental
(MCE)

Na figura 7A observamos a curva de mortalidade comparativa entre
camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA) tratados ou ndo com
memantina ou 7-nitroindazol, inibidores farmacolégicos de receptores NMDA
extrassingpticos e da enzima nNOS, respectivamente. Essas proteinas estdo
diretamente relacionadas ao desenvolvimento do processo de excitotoxicidade
neuronal observado em diversas desordens neurodegenerativas (Lai et al., 2014) e
podem estar participando do processo de neurodegeneracdo associado a maléria
grave. Conforme indicado no grafico, ndo houve diferenca de mortalidade entre os
grupos estudados. A figura 7B mostra a parasitemia dos grupos analisada no 6° dia
apos a infeccdo, em que surgem 0s picos parasitémicos. Os dados obtidos
demonstraram que nao ha diferenca estatistica quanto a carga parasitaria observada
entre 0s grupos tratados ou néo tratados com as drogas memantina ou 7-nitroindazol,
gue se manteve em torno de 20% para todos os grupos. Ainda, na figura 7C, avaliou-
se 0 escore clinico obtido de animais infectados com PbA submetidos ou ndo ao
tratamento com os inibidores farmacoldgicos testados. As andlises comportamentais
indicativas de dano neuroldgico foram feitas segundo parametros de gravidade (Reis
et al.,2010), no sexto dia poés-infeccdo. Assim como observado em relacdo a
mortalidade e parasitemia, tanto camundongos tratados como n&o tratados com
memantina ou 7-nitroindazol apdés a infeccdo com PbA desenvolvem a malaria

cerebral, apresentando escore clinico superior a 3.
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Figura 7. Avaliacdo de curva de mortalidade, parasitemia e escore clinico de camundongos
C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) tratados ou ndo com inibidor de NMDA

extrassinaptico (memantina) ou inibidor da enzima nNOS (7-nitroindazol). 7A-Avaliacdo da

mortalidade entre camundongos infectados tratados com memantina ou 7 nitroindazol em comparacgéo

com infectados néo tratados, no sexto dia pos-infeccdo (n= 5-10/grupo) *p<0,05 pelo teste Log-rank

(Mantel-Cox). 7B-Parasitemia de camundongos C57/BL6 tratados com memantina ou 7-nitroindazol

comparada com camundongos nao tratados durante a infeccdo por PbA. 7C- Avaliacdo de escore

clinico de gravidade no 6° dia apds a infec¢do (n= 5-10/grupo) *p<0,05 pelo teste ANOVA, post-hoc

Tukey
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Figura4.2. Avaliacao de disfuncao cognitivaem camundongos C57BL/6 tratados

com memantina ou 7-nitroindazol durante a maléaria cerebral experimental

A figura 8 apresenta a analise da capacidade cognitiva de animais, ndo
infectados ou recuperados da infeccdo com PbA pelo tratamento com o antimalérico
cloroquina, ap6s a administracdo de inibidores farmacolégicos de NMDA
extrassinapticos ou da enzima nNOS, a partir da avaliacdo de formacédo e
consolidacdo de memodria aversiva (teste de freezing, Figura 8A) e da memodria
espacial (teste water maze, Figura 8 B, C, D).

Na figura 8A, observamos as analises obtidas pelo teste de freezing. Nesse
teste, camundongos infectados com PbA apresentaram desenvolvimento do dano na
formacao de memaria aversiva, mostrando menor tempo de imobilidade (*p<0,05 teste
de Tukey) quando comparados ao controle ndo infectado. Camundongos infectados
submetidos ao tratamento com memantina ou 7-nitroindazol ndo apresentaram perda
de memoria pelo teste de freezing, o que parece significar que a inibicdo de moléculas
atuantes na via de excitotoxicidade neuronal oferece protecédo quanto a formacéo de
dano cognitivo associado a perda de memaria aversiva. De modo a corroborar esse
resultado, foi a averiguada a capacidade de aprendizado e a consolidacdo de memaria
espacial em camundongos C57BL/6 tratados ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol
pelo teste labirinto aquatico de Morris (Water-maze). Durante os 4 primeiros dias de
teste, foi observado o tempo de deslocamento dos animais até uma plataforma
submersa, de modo a verificar a progresséo do aprendizado quanto a localizagdo da
plataforma colocada em um dos quadrantes da “piscina”. O resultado obtido mostrou
gue camundongos C57BL/6 tratados com 0s respectivos inibidores de receptores
NMDA extrassinapticos ou da enzima nNOS mantém a capacidade de aprendizado
gue € perdida durante a infeccdo com PbA (Figura 8B, C). No quinto e ultimo dia de
analise, essa plataforma foi retirada, observando-se o tempo de permanéncia dos
animais no quadrante previamente ocupado pela mesma, de modo a avaliar a
formacéo e consolidacdo de memoria que € prejudicada em funcdo da infeccéo por
PbA. Os resultados corroboraram as andlises ja obtidas no ensaio de memoria
aversiva, de modo que camundongos submetidos ao tratamento com a drogas em
estudos ndo apresentaram perda de memoria espacial (Figura 8D). Esse resultado
indica, mais uma vez, que o bloqueio da ativacdo de vias excitotoxicas confere

protecdo quanto as fungdes cognitivas durante a infeccao.
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Figura 8. Avaliacdo de dano cognitivo em camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium
berghei Anka (PbA) tratados ou ndo com inibidor de NMDA extrassinaptico (memantina) ou
inibidor da enzima nNOS (7-nitroindazol). Camundongos C57BL/6 (n=5-10/grupo) foram infectados
com 108 PRBC com P. berghei ANKA e tratados do dia 6 ao 12 pds-infec¢do com cloroquina (25 mg/kg
p.c. v.0). Aos primeiros sinais clinicos do estabelecimento da malaria cerebral, os animais foram
tratados ou ndo com memantina (10mg/kg p.c. v.0) ou 7-nitroindazol (25mg/kg p.c,v.ip). 8A-Avaliacdo
da memdria aversiva pelo teste freezing. Durante a sessao treino, os animais receberam um choque
de 0.6 mA (3 s) apds 3 minutos (180 segundos) dentro da caixa e outro 30 s apds o primeiro. Apés 24
horas (teste), foi avaliada a perda de memodria representada pelo tempo de movimento dos animais na
caixa de avaliagcdo durante 180 segundos. 8(B, C, D) - Avaliacéo da capacidade de aprendizado (8B
e 8C) e memdéria espacial (8D) através do Labirinto aquatico de Morris (Water Maze). No 15° dia,
0s animais foram colocados em uma piscina com uma plataforma submersa e foram treinados a
aprenderem o labirinto até a plataforma. Foram realizadas 4 sessdes treino de 60 segundos. A Ultima
sessao treino (4° dia) corresponde ao dado de avaliagdo da capacidade de aprendizado dos animais
baseado no tempo de deslocamento até a plataforma. Apds 24 horas (5° dia), a plataforma foi retirada
e foi avaliada a formacdo e consolidacdo de memdria, avaliando-se por 60 segundos o tempo de
permanéncia dos camundongos no quadrante em que a plataforma se encontrava anteriormente. *
p<0,05 pelo ANOVA test, pos-hoc Tukey.
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4.3. Avaliacdo da expressdao de receptores NMDA extrassinapticos em
camundongos C57BL/6 tratados com memantina ou 7-nitroindazol durante a

malaria cerebral experimental

Os receptores NMDA estao envolvidos em diversos processos fisiolégicos
do SNC. Em condi¢des de injuria, a expressao e ativacao de receptores deste tipo em
sitios extrassinapticos pode favorecer a ocorréncia de danos e induzir a degeneracéo
do tecido (Esposito et al.,2013). Os dados aqui obtidos (Figura 9) demonstraram que
durante a infeccdo com PbA existe, de fato, um aumento na expressao de receptores
NMDA extrassinapticos em comparagdo com o controle ndo infectado. Ainda, na
mesma analise, conseguimos observar que o tratamento tanto com o inibidor direto
desses receptores, a memantina, quanto com o 7-nitroindazol reduziram a expressao

de NMDA extrassinapticos quando comparado ao animal infectado com PbA nao

tratado.
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Figura 9. Avaliacdo da expressao de receptores NMDA extrassinapticos (GLUN2B) em
camundongos infectados tratados ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria
cerebral experimental. Amostras de hipocampo de animais infectados com PbA foram coletadas no
6° dia apds a infecgcéo e analisadas por western blotting. (n= 5-10/grupo). * p<0,05 pelo teste ANOVA,

post-hoc Tukey.
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4.4. Avaliacdo da expressao da enzima oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) em

camundongos C57BL/6 tratados com memantina ou 7-nitroindazol durante a

malaria cerebral experimental

A figura 10 mostra que durante a infeccdo com PbA ocorre um aumento na
expressdo da enzima o6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), uma proteina ativada
“‘downstream” a ativacdo de NMDA e que também tem sido associada a ocorréncia de
patologias neurodegenerativas (Misra et al., 2013; Lai et al., 2014). Conforme
podemos observar na figura 10, os tratamentos com memantina ou 7-nitroindazol
foram eficazes em impedir 0 aumento da expressédo da nNOS nos animais infectados.
Ambos os grupos tratados mostraram diminui¢éo significativa na expressao de nNOS
observada durante a maléria cerebral experimental quando comparados ao controle

infectado com PDbA.
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Figura 10. Avaliacdo da expressdao da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (NNOS) em
camundongos infectados tratados ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria
cerebral experimental. Amostras de hipocampo de animais infectados com PbA foram coletadas no
6° dia apos a infecc@o e analisadas por western blotting. (n= 5-10/grupo). * p<0,05 pelo teste t de

Student
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4.5. Avaliagdo da producéo de citocinas pro-inflamatérias em camundongos
C57BL/6 tratados com memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria cerebral

experimental

A producéo de citocinas no parénquima cerebral pode ser observada em
funcdo da neuroinflamacao estabelecida no curso da maléria cerebral (Hansen et al.,
2012). A figura 11 mostra producéo de citocinas TNF-a (Figura 11A) e IFN-y (Figura
11B) no cérebro de camundongos infectados com PbA, tratados ou ndo com
memantina e 7-nitroindazol. O resultado mostra que existe aumento de expresséao de
ambas as citocinas no 6° dia apés a infeccdo com PbA. No entanto, o uso dos
inibidores farmacolégicos memantina ou 7-nitroindazol conteve esse aumento, de
modo que camundongos infectados tratados mostraram niveis normais de TNF-a e

IFN-y no tecido cerebral.
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Figura 11. Avaliagédo da producéo de TNF-a e IFN-y no cérebro de camundongos infectados com
Plasmodium berghei ANKA tratados ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol. Amostras de
cérebro total coletadas no 6°dia apés a infecgéo foram submetidas a analise por ELISA (n=5-10/grupo).
*p<0,05, ANOVA test, post-hoc Tukey.
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4.6. Avaliacdo da ativacdo de ERK1/2 em camundongos C57BL/6 tratados com

memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria cerebral experimental

A cascata de sinalizacdo da via da MAPK pode ser ativada em resposta a
maléria, via ativacdo de receptores do tipo Toll, participando da producdo de
mediadores inflamatérios (Zhu et al.,2005). A figura 12 mostra a analise de expressao
das proteinas ERK1/2 em sua forma ativada. Podemos observar que a infeccdo com
PbA induziu aumento na expressao de ERK1/2 fosforilada e que o tratamento com
memantina ou 7-nitrindazol foi capaz de reverter essa ativagdo. Ambos os tratamentos
testados foram eficazes em manter os niveis de expressao da proteina fosforilada ao

nivel do controle nao infectado.
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Figura 12- Avaliacdo da expresséo de ERK 1/2 em camundongos infectados com Plasmodium
berghei ANKA tratados ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol. Amostras de hipocampo de
animais infectados com PbA foram coletadas no 6° dia de infec¢é@o e analisadas por western blotting.

(n=5-10/grupo) *p<0,05, ANOVA test, post-hoc Tukey
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4.7. Avaliacdo da astrogliose em camundongos C57BL/6 tratados com

memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria cerebral experimental

Astrocitos sao células que participam de varias desordens neurologicas.
Essas células podem ser ativadas em situaces de injUria e participar de eventos que
comprometem o tecido nervoso e podem levar a neurodegeneracdo (Garwood et
al.,2017). A Figura 13A mostra a expressao da proteina GFAP (proteina acida fibrilar
glial), envolvida na ativagédo de astrécitos (Middledorp and Hol, 2011). Observamos
gue a expressdo dessa proteina mostra-se significativamente aumentada durante a
infeccdo com PbA. Conforme é possivel observar, o tratamento com memantina ou 7-
nitroindazol foi eficaz na reducéo da expressao de GFAP. De modo a corroborar essa
analise, a proteina s100p, tipica de astrocitos e usada como um marcador de lesbes
cerebrais em neuropatologias (Kirchhoff et al., 2008; Barateiro et al. ,2016), também
foi avaliada por ELISA nesse bloco de dados. Na figura 13B, constatou-se que essa
proteina estd aumentada durante a infeccdo com PDbA. Isso foi revertido
significativamente pelo tratamento com a droga memantina, porém nao pelo 7-
nitroindazol. Os resultados obtidos sugerem uma possivel protecdo de ambos o0s

tratamentos quanto a ativacdo de astrocitos observada durante o estabelecimento da

doenca.
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Figura 13. Avaliagdo da expressao de GFAP e producgao de S1008 em camundongos infectados
tratados ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria cerebral experimental. 13A-
Amostras de hipocampo de animais infectados com PbA foram coletadas no 6° dia apos a infecgéo e
analisadas por western blotting. 13B-Niveis da proteina S1003 produzidos em amostras de cérebro
total no 6° dia apds a infecgéo foram avaliados por ELISA (n= 5-10/grupo). * p<0,05 pelo teste ANOVA,
post-hoc Tukey.

4.8. Avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em
camundongos C57BL/6 tratados com memantina ou 7-nitroindazol durante a

malaria cerebral experimental

O estresse oxidativo é uma condicdo comum observada em doencas com
carater inflamatério, inclusive na maléaria (Percario, 2012; Kim et al., 2015). A producao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio foi avaliada entre os grupos em estudo
a partir de dados referentes a analise da expressao de marcadores bem descritos, 0
Hidroxinanoenal-4 (HNE) (Breitzig et al., 2016), um marcador associado a peroxidacéo
lipidica e a Nitrotirosina-3 (NT-3), um marcador de estresse nitrosativo (Khun et al.
,2004). Na figura 14, observou-se que a infecgdo com PbA leva ao aumento de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no hipocampo dos animais, o que foi
revertido pelo tratamento com memantina ou 7-nitroindazol. Na figura 14A, o
tratamento com 7-nitroindazol diminuiu significativamente a expressdo de HNE em
animais infectados. Na figura 14B, isso foi observado para ambos os tratamentos. Os
dados sugerem, portanto, que o processo de excitotoxicidade neuronal participa da

producédo de espécies reativas no estabelecimento da doencga.
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Figura 14. Avaliacdo de estresse oxidativo no tecido cerebral de camundongos C57BL/6 tratados
ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol durante a maléria cerebral experimental. Amostras de
hipocampo de animais infectados com PbA foram coletadas no 6° dia ap0s a infecgéo e analisadas por
western blotting. 14A- A Figura mostra a expressdo de Hidroxinanoenal (HNE) entre os grupos
experimentais. 14B— A figura mostra a expressao de nitrotirosina-3 (NT-3) entre os grupos

experimentais (n= 5-10/grupo). * p<0,05 pelo teste ANOVA, post-hoc Tukey.
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4.9. Avaliagdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) em camundongos
C57BL/6 tratados com memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria cerebral

experimental

A figura 15 mostra que existe um aumento na atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) durante a infeccdo com PbA. O mesmo nédo é observado em
camundongos infectados que foram submetidos aos tratamentos com memantina ou
7-nitroindazol. Conforme observado no gréfico, ambos os tratamentos reverteram o
aumento na atividade da MPO, de modo que a atividade dessa enzima foi similar ao

observado no controle ndo infectado.
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Figura 15. Avaliacdo de mieloperoxidase (MPO) no tecido cerebral de camundongos tratados
com memantina ou 7-nitroindazol ap6s a infeccdo com Plasmodium berghei ANKA. Amostras de
cérebro total foram coletadas no 6° dia ap0s a infecgdo para posterior analise (n= 5-10/grupo). *p<0,05
pelo teste de ANOVA com post-hoc teste de Tukey

4.10. Avaliacdo da expressao de proteinas pré-sinapticas e pos-sinapticas em
camundongos C57BL/6 tratados com memantina ou 7-nitroindazol durante a

malaria cerebral experimental

A figura 16 mostra os niveis de expressao de sinaptofisina e PSD-95 no
curso da malaria cerebral experimental. Na figura 16A € possivel observar,
claramente, que a expresséo da proteina pré-sinaptica, sinaptofisina, tende a reduzir
durante a infeccdo por PbA e que esse evento parece estar sendo minimizado pelo

tratamento com memantina ou 7-nitroindazol. Apesar dessa tendéncia, ndo foi
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observada diferenca significativa entre os grupos analisados. Contudo, na figura 16B,
foi constatado que a enzima poés-sinaptica PSD-95 aumenta sua expressao durante a
infeccdo com PbA se comparada ao controle ndo infectado, um efeito que foi

significativamente revertido pelo tratamento com 7-nitroindazol.
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Figura 16. Avaliacdo da expressédo de PSD-95 e sinaptofisina em camundongos infectados com
Plasmodium berghei ANKA tratados ou ndo com memantina ou 7-nitroindazol. Amostras de
hipocampo de animais infectados com PbA foram coletadas no 6° dia de infec¢do e analisadas por
western blotting. 16A — A figura mostra a expresséo da protéina pré-sinatica sinaptofisina. 16B-A figura
mostra a expresséao da proteina pés-sinaptica PSD-95. (n= 5-10/grupo) *p<0,05, ANOVA test, post-hoc
Tukey.
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4.11. Avaliagdo de apoptose celular em camundongos C57BL/6 tratados com

memantina ou 7-nitroindazol durante a malaria cerebral experimental

A maléria cerebral se caracteriza por eventos que levam a danos teciduais
e sequelas cognitivas (Reis et al.,2010; Reis et al.,2012). Essas podem estar
relacionadas a perdas neuronais por ativacédo de processos de morte celular (LeBlanc,
2005). Avaliamos a morte celular apoptética em hipocampo de camundongos
infectados com PbA submetidos ou ndo ao tratamento com memantina ou 7-
nitroindazol, no 6° apés a infec¢do, através do aumento nos niveis de caspase-8
caspase-9 e caspase-3 em sua forma ativa, clivada. Nessa figura, observou-se, na
regido do hipocampo, que durante a infeccdo com PbA ha um aumento nos niveis de
caspase-9, caspase-8 e caspase-3 clivada que foi revertido pelos tratamentos com
memantina ou 7-nitroindazol. Na figura 17A, podemos ver que o uso da droga 7-
nitroindazol inibiu significativamente a ativacdo de caspase-9 no hipocampo. Na figura
17B, verificamos a inibic&o significativa da ativacao de caspase-8 pelo tratamento com
memantina. Ainda, ambos os tratamentos foram eficazes em inibir o aumento de
expressao de caspase-3 clivada (figura 17C) observado durante a infec¢éo, sugerindo
gue a inibicdo do processo de excitotoxicidade confere protecdo quanto a ativagdo de

vias de de morte celular por apoptose.
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Figura 17. Avaliagdo da ativagao das vias intrinseca e extrinseca de apoptose em camundongos

infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados ou ndo com memantina ou 7-nitrindazol no

6° dia ap6s a infeccdo. Amostras de hipocampo foram coletadas e analisadas por western blotting.

17A-Niveis de caspase-9 clivada. 17B-Niveis de caspase-8 clivada. 17C- Niveis de
(n=5-10/grupo) *p<0,05 teste t de Student.

capase-3 clivada.
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DISCUSSAO:

A malaria continua sendo um sério problema de saude publica e afeta,
principalmente, as populacées pobres de areas tropicais e subtropicais. Em 2019,
foram 229 milhdes de novos casos e 409 mil mortes (OMS,2020). A malaria cerebral
€ uma das complicagcbes mais graves ocorridas pela infeccdo por Plasmodium
falciparum e conta com altos indices de mortalidade, principalmente, em criancas
abaixo dos 5 anos de idade (Idro et al., 2016; OMS,2020).

Os principais fatores clinicos relacionados a malaria cerebral séo perda da
consciéncia e coma, e pacientes que sobrevivem, cerca de 25%, podem apresentar
sequelas cognitivas decorrentes do comprometimento do sistema nervoso central
(Idro et al., 2016). Boivin e colaboradores (2007) descreveram a malaria cerebral como
a principal causa do déficit cognitivo observado em criancas de areas endémicas,
caracterizado por disfungdes de longo prazo, incluindo dificuldades de linguagem,
problemas comportamentais, déficits de atencdo e memdéria. Esses danos ocorrem
independentemente da administracdo de antimalaricos nos pacientes, o que
demonstra a necessidade da busca por novas terapias voltadas a reversdo desse
quadro.

Algumas disfuncdes neuroldgicas se caracterizam por compartilhar eventos
fisiopatoldgicos semelhantes e a excitotoxicidade é considerada o maior mecanismo
de morte celular associado a patogénese de doencas do sistema nervoso central,
como isquemia, trauma e doencas neurodegenerativas (Wang et al., 2010). A
excitotoxicidade neuronal € um processo patolégico pelo qual células nervosas sao
danificadas ou mortas por estimulo excessivo de neurotransmissores, em especial 0
glutamato (Wang et al., 2010). O glutamato € o neurotransmissor mais abundante no
corpo, estando presente em cerca de 50% do tecido nervoso, e tem um importante
papel na excitagdo neuronal (Mehta et al., 2013; Kuzmina et al.,2019). De fato, Olney
e colaboradores (1969) ja haviam descrito o potencial neurotoxico desse
neurotransmissor, de modo que a ativacéo prolongada de receptores glutamatérgicos
rompe a homeostasia i6nica e pode disparar cascatas de morte celular em neurdnios
(Choi et al.,1988; Wang et al., 2010; Olloquequi et al.,2018). Os receptores
glutamatérgicos podem ser classificados como receptores ionotropicos (receptores
AMPA, NMDA e cainato) e receptores metabotropicos (Satller and Tymiansky, 2001,
Wang et al.,2010). A ativacdo desses receptores permite a abertura de canais idnicos,
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0 que possibilita a entrada de fons Na*? e Ca*? dentro da célula (Choi et al.,1988;
Wang et al., 2010). Dentre esses receptores, o receptor NMDA tem sido o mais
largamente associado a excitotoxicidade glutamatérgica devido a sua vasta
distribuicdo no sistema nervoso central e alta permeabilidade ao ion Ca*?, o mediador
chave dos danos decorrentes do processo de excitotoxicidade (Mehta et al., 2013;
Olloquequi et al.,2018).

Receptores NMDA podem ser encontrados tanto nos sitios sinapticos como
fora deles (Parsons et al., 2014). Em condi¢cdes normais, a ativacao de receptores
NMDA nos sitios singpticos contribui com a producdo de neurotrofinas e esta
associada a sobrevivéncia neuronal (Vizi et al.,, 2013; Parsons et al., 2014).
Receptores NMDA  extrassinapticos sdo, normalmente, ativados pelo
transbordamento ou langamento de grande quantidade de glutamato, de modo que a
ativacdo desses receptores acarreta uma sinalizacdo de natureza oposta ao que se
observa em sitio sinapticos e tem sido relacionada as injurias que levam a morte
neuronal através do processo de excitotoxicidade (Vizi et al., 2013). Neste trabalho,
buscou-se avaliar o papel da excitotoxicidade neuronal durante o curso da malaria
cerebral experimental. Em desordens neurodegenerativas, inibidores farmacologicos
nao competitivos de receptores NMDA tém sido utilizados como estratégia terapéutica
(Olivares et al.,2012). No Alzheimer, a memantina, que é inibidora seletiva de
receptores NMDA extrassinapticos tem sido utilizada e vem se mostrando eficaz em
prevenir o dano neuronal, melhorando déficits cognitivos e comportamentais (Xia et
al.,2010; Olivares et al.,2012; McShane et al.,2019). No presente estudo, a memantina
e também o 7-nitroindazol, inibidor seletivo da enzima nNOS (uma enzima ativada
“‘downstream” na via), foram utilizadas como ferramenta farmacoldgica de inibicao da
via de excitotoxicidade neuronal apGs a infec¢cdo de camundongos C57BL/6 com
Plasmodium berghei ANKA, o principal modelo experimental de maléria cerebral.

A andlise de altera¢des neuroldgicas € importante em doencgas que afetam
0 sistema nervoso central, pois sédo indicadores da gravidade da doenca (Rogers et
al.,2001; Martins et al.,2010). Neste trabalho, a avaliacdo do escore de gravidade foi
realizada com base em dezoito sinais clinicos especificos encontrados na maléaria
cerebral, uma avaliacdo que ja vem sendo realizada nos trabalhos do nosso grupo
(Reis et al.,2012). Pileragéo, corpo arqueado, andar vacilante, convulsdes, paralisia
de pata, coma, taxa de respiracdo, cor de pele, batimento cardiaco, lacrimacéo,

fechamento de palpebras, forca ao agarrar, perda de ténus dos membros, perda de
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tbnus abdominal, perda de tbnus corporal, alteracdo de temperatura corporal,
interesse pelo ambiente e escape ao toque foram as alteracdes averiguadas no 6° dia
apos a infeccdo com PDbA. Primeiramente, observamos que ambos os tratamentos
propostos, administrados no 5° dia apds a infec¢cdo, nao tiveram qualquer influéncia
guanto a carga parasitaria, que manteve niumeros similares entre 0os grupos tratados
ou ndo tratados. Isso ja foi observado em trabalhos anteriores, em que o tratamento
isolado com inibidores de NMDA, mesmo administrados em tempos mais precoces,
néo diferem quanto a parasitemia observada em animais infectados néo tratados (de
Miranda et al.,, 2017). Os resultados demonstraram que a inibicdo da via de
excitotoxicidade neuronal pelo tratamento com memantina ou 7-nitroindazol ndo é
capaz de reverter o surgimento da maléria grave, que ocorre entre 0 5° e 0 6° dia apods
a infeccdo com PbA, uma vez que todos os grupos experimentais desenvolveram a
maléria grave e morreram a partir do 7° dia de infec¢éo.

Em doencas neurodegenerativas, déficits de memadria e aprendizagem sao
constantemente observados (Hugo et al.,2014). Em observacdes clinicas, € visto que
perdas cognitivas podem ocorrer mesmo depois de meses do tratamento com
antimalaricos, o que indica que o tratamento da infeccdo em si ndo é suficiente para
reverter o dano cognitivo e exige a busca de novos tratamentos com esta finalidade
(Idro et al.,2010; Landfitt et al.,2019). No trabalho aqui exposto, grupos experimentais
foram submetidos a avaliacdo cognitiva de perda de memoria apds o tratamento com
cloroquina (25 mg/kg v.0.). Memadria é um ente que pode ser dividido em dois tipos
principais: a memoria de curta duragdo, que ocorre nas primeiras horas de formacéo
e logo apds o aprendizado, e a memoéria de longa duracdo, que demora horas para
ser formada e € duradoura (lzquierdo et al.,1998). Segundo lIzquierdo (2008), os
processos de evocacao mostram claras diferencas quanto ao requerimento molecular
entre as memoérias de curta e longa duracdo. No primeiro caso, 0s principais
envolvidos séo receptores AMPA glutamatérgicos, enquanto na formacao de memaria
de longa duracéo, receptores glutamatérgicos NMDA e metabotropicos também sao
ativados, variando, especialmente em tempo de ativacéo, de acordo com a estrutura
cerebral (Izquierdo et al.,1998; Izquierdo et al., 2006). Diferentes cadeias de eventos
moleculares estédo relacionadas a formac¢do da memoria prolongada no hipocampo,
na amigdala basolateral, no cértex entorrinal, no cértex parietal e no cértex cingulado
(Izquierdo et al., 2006). A ativacao dos receptores NMDA mobiliza a entrada de ions

Ca*? na célula, o que leva a ativacdo de cascatas bioquimicas que irdo promover a
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ativacdo de diferentes proteinas quinase (PKA, PKC, PKG e CaMKIl) e induzir um
aumento na expressao de fatores de transcricdo importantes para a sintese de
proteinas envolvidas na plasticidade neuronal e na formagéo e consolidagédo de
memoria (lzquierdo, 2008). Contudo, como descrito anteriormente, a superativacao
desses receptores causa perturbagdo do processo fisiolégico e provoca danos ao
neurénio (Wang et al., 2010). Neste trabalho, foram utilizados testes de disfuncéo de
memoaria para avaliar a possivel participacdo da excitotoxicidade neuronal no dano
cognitivo decorrente da malaria cerebral experimental. As memarias do tipo aversivo,
bem como as associadas ao movimento e orientacdo no espaco, sdo memarias
extremamente conservadas e largamente associadas a sobrevivéncia do ser no meio
ambiente em gque se encontra (Vorhees et al.,2014; Izquierdo et al., 2016). Utilizamos
o teste freezing (resposta condicionada ao medo) para a avaliacdo de memoria
aversiva (lzquierdo et al., 2016). A memodria espacial foi averiguada através do
desempenho dos camundongos no labirinto aquéatico de Morris (Morris water maze)
(Vorhees et al.,2014) Os resultados obtidos mostraram que camundongos infectados
e tratados com memantina ou 7-nitroindazol ndo desenvolvem sequelas cognitivas.
Isto sugere que, de fato, existe um evento de neurotoxicidade associado a ativagao
em demasiado de receptores NMDA que perpassa também pela ativacdo de nNOS e
gue contribui com déficits de cognicdo associados ao desenvolvimento da maléaria
cerebral.

Receptores NMDA séao proteinas tetraméricas que diferem na composicao
de suas subunidades (Vyclicky et al.,2014). Eles sao proteinas constituidas de 7
subunidades diferentes, classificadas em 3 subfamilias de acordo com a homologia
da sequéncia: a GLUN1, a GLUN2, que possui 4 subunidades distintas (GLUNZ2A,
GLUNZ2B, GLUN2C, GLUN2D) e a GLUN3, que possui um par de subunidades
(GLUNSA e GLUN3B) (Vyclicky et al.,2014). Normalmente, esses receptores fazem
associagcbes de GLUN1 com subunidades GLUNZ2 ou misturam subunidades GLUN2
com GLUNS3 (Paolleti et al, 2013; Vyclicky et al.,2014). Essa vastiddo de subunidades
homologas permite variadas combinagfes e a existéncia de diversos subtipos de
receptores NMDA no sistema nervoso central (Paolleti et al., 2013). Como cada
subtipo de receptores NMDA apresenta diferentes propriedades, é possivel que
individualmente eles possam desempenhar funcdes especificas tanto em condi¢cdes
normais como durante eventos patolégicos (Paolleti et al., 2013; Papouin et al.,2014).

Somado a isso, receptores NMDA de localizacao extrassinaptica parecem ter maior
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envolvimento na patogénese de algumas doencas neurodegenerativas (Mehta et
al.,2013; Parsons et al.,2014). De fato, alguns trabalhos tém levantado essa
discusséo, de modo que o bloqueio desse tipo de receptor tem demonstrado acarretar
beneficios e contribuir com a melhora do quadro observado nesse tipo de patologia
(Hardingham et al.,2002; Bakiri et al.,2010; Yu et al.,2015). Uma vez que receptores
NMDA extrassinapticos sao ricos em heterodimeros contendo GLUN2B (Paolleti et al,
2013), foi avaliada a expressdo de NMDA extrassinapticos caracterizado pela
subunidade GLUN2B durante a maléria cerebral experimental. Realmente, foi
observado que a doenca induz um aumento na expressao desses receptores, o0 que
foi prontamente revertido pelo tratamento com a droga inibidora seletiva, memantina.
Curiosamente, a inibicdo da enzima nNOS pelo tratamento com 7-nitroindazol também
foi capaz de produzir o mesmo efeito. A NOS neuronal € uma proteina ativada na
mesma cascata de sinalizacao de ativacdo de NMDA e responde produzindo NO que
participa como segundo mensageiro, podendo atuar de maneira retrograda na
liberacdo do neurotransmissor glutamato (O’Dell et al.,1991). Ndo se sabe se o0 NO
produzido de maneira desregulada durante a excitotoxicidade neuronal poderia estar
contribuindo com o fendmeno, promovendo o langamento de mais glutamato no meio,
uma vez que ja foi demonstrado que a concentracao desse neurotransmissor aumenta
durante a malaria cerebral experimental (Miranda et al.,2010). De fato, a expressao
de nNOS estad aumentada na malaria cerebral experimental. O aumento de expresséo
de proteinas NOS ja foi observado em algumas neuropatologias e pode levar a
producdo exacerbada de NO, favorecendo a producdo de espécies reativas e
contribuindo com a progressao da doenca (Wang et al.,2010; Nakamura et al.,2010;
Hannibal et al.,2016). Tanto a producao de glutamato como a producéo de NO deveréo
ser analisadas como perspectivas futuras desse projeto. Aqui, foi observado que
ambos os tratamentos foram eficazes em reduzir a expressao de nNOS durante a
malaria cerebral experimental.

A malaria cerebral é uma patologia complexa que apresenta diversos
mecanismos envolvidos em seu processo de formacgéo. A oclusdo da microvasculatura
cerebral decorrente do fendmeno de citoaderéncia e a intensa resposta inflamatoéria
associada a presenca do parasita sao os principais fatores envolvidos (Hansen et al.,
2012). A inflamacgédo mediada por citocinas provoca ativacao do endotélio e leucocitos
recrutados para o local de sequestro e causa 0 aumento da permeabilidade da barreira

hematoencefalica (Hansen et al.,2012). A quebra da barreira hematoencefélica é
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consequéncia do dano endotelial provocado pela congestdo dos vasos cerebrais e
pelo estresse oxidativo seguido de apoptose ao qual as células endoteliais séo
submetidas (Punsawad et al.,2013). Isso facilita o contato das citocinas pro-
inflamatorias com o sistema nervoso central e a ativagdo de células gliais (Mander and
Brown,2005; Lécuyer et al.,2016). A exemplo de células imunoldgicas do sistema
periférico, microglias e astrocitos, células do sistema nervoso central, sdo ativadas
frente a estimulos de perigo, sendo capazes de produzir citocinas e radicais livres no
parénquima cerebral (Mander and Brown, 2005) Nossos resultados mostraram que o
tratamento com memantina ou 7-nitroindazol foi capaz de reduzir significativamente
0s niveis de TNF-a e IFN-y no cérebro de camundongos infectados comparados com
o controle infectado ndo tratado. Ambas as citocinas estdo associadas com o
desenvolvimento da malaria cerebral (Kinra and Dutta, 2013; Mandala et al., 2017;
Shabani et al., 2017) e a diminuicdo em seus niveis de produgcdo denota a relevancia
da participacdo da excitotoxicidade neuronal em relacdo a patogénese da doenca e
suas sequelas. Aléem disso, a ativacdo de ERK1/2 fosoforilada mostrou-se tambéem
aumentada no curso da doenca. Proteinas MAP quinases séo ativadas na resposta
imune de defesa do hospedeiro contra o parasita, em que glicofosfatidilinositol (GPI),
o principal PAMP (Padrdao Molecular Associado a Patégenos) associado a malaria, se
liga a receptores Toll-like do tipo 1 e 2 (Zhu et al.,2005). Estudos prévios tém
demonstrado a participacdo da ativacdo de receptores Toll-like no processo de
neurodegeneracdo relacionado a injurias do sistema nervoso central (Okun et
al.,2009). Essa sinalizacao esta relacionada a producdo de mediadores inflamatorios
durante a infeccdo (Gun et al.,2014). O resultado obtido mostrou que ambos o0s
inibidores analisados reduzem a expressao de proteinas ERK1/2 ativadas, o que pode
estar diretamente envolvido na reducdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias
observadas. Ja foi visto, previamente, que citocina TNF-a induz neurotoxidade por
facilitar lancamento de glutamato através da regulacdo positiva da expressédo de
glutaminase e impedir sua recaptacao pelas proteinas envolvidas na captacdo desse
neurotrasminssor (Clark et al.,2016). Além disso, a ativacdo desregulada de
receptores NMDA e de nNOS pode induzir producao de espécies reativas de oxigénio
(Mehta et al.,2013; Chamorro et al.,2016) e acredita-se que esse possa ser mais um
dos mecanismos envolvidos na estimulacédo desses mediadores inflamatérios durante
a excitotoxicidade neuronal, inclusive associada a ativagéo de proteinas ERK (Colucci-
D’amato et al.,2003). E importante destacar, também, que alguns trabalhos ja tém
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proposto a atuacdo anti-inflamatéria da droga memantina (Wu et al.,2009; Chen et
al.2012), porém maiores investigacdes precisam ser realizadas e a analises de outras
citocinas pro e anti-inflamatorias, como IL-18, IL-6, RANTES, IL-10.

Microglia e astrécitos sédo células gliais comumente ativadas em desordens
neurodegenerativas (Chung et al.,2015). Durante a malaria cerebral, ambas as células
produzem e secretam uma série de mediadores durante o processo neuroinflamatorio
(Bentivoglio et al.,2011). Os astrocitos sdo as células gliais mais abundantes do
sistema nervoso central e tém como fungdes fisioldgicas o suporte neurovascular
metabdlico, a recaptacdo de neurotransmissores, o tamponamento de ion potéssio e
a remocao de espécies reativas de oxigénio através da producdo de antioxidantes
(Pekny and Nilsson, 2005; Bentivoglio et al., 2011; Greenhalg et al.,2020).
Notadamente, eles possuem suma importancia para a homeostasia de
neurotransmissores no ceéerebro. A recaptacdo de glutamato é particularmente
Importante e a remocéo desse neurotransmissor do espaco extracelular pode prevenir
0s eventos associados a excitotoxicidade (Acosta et al.,, 2017). Neste trabalho, foi
avaliado o efeito do tratamento com memantina ou 7-nitroindazol no aumento de
expressdo de proteina &cida fibrilar glial (GFAP), um filamento intermediario que é
muito utilizado como marcador de astrdcitos reativos (Pekny and Nilsson, 2005). Os
resultados aqui obtidos mostraram que ambos os tratamentos impediram a astrogliose
observada no curso da malaria cerebral experimental. Além disso, a producéo de
s100B, um marcador de astrocitos reativos em desordens neuroldgicas (Acosta et al.,
2017), foi avaliada. A proteina s100B é um ligante de Ca*? altamente expresso e
secretado por astrdcitos no sistema nervoso central e que, dependendo do estimulo
recebido, pode atuar tanto como fator neurotréfico como um mediador inflamatorio
(Sheng et al.,1994). Situacdes de estresse metabdlico como a liberacdo exacerbada
de glutamato provoca aumento na producao de s1008 (Sheng et al.,1994; Donato et
al., 2009; Guerra et al., 2011). Nessas condi¢des, essa proteina pode ser regulada por
citocina e diversos trabalhos ja discorreram sobre sua participacdo em
neuropatologias. Gerlai e colaboradores (1995) mostraram que superexpressado de
s100B em astrécitos induz alteragBes de plasticidade e comprometimento cognitivo.
Trabalhos anteriores ja mostraram que os niveis de s100[3 estdo elevados durante a
malaria cerebral (Medana et al.,2007). Corroborando a analise anterior, 0s niveis
dessa proteina diminuiram devido ao tratamento com memantina. Esses resultados

sugerem que a inibicdo da via de excitotoxicidade neuronal contribui com a
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homeostasia em astrécitos, indicando melhora no processo neuroinflamatorio
estabelecido durante a infec¢éo.

As complicagdes da malaria cerebral tém sido largamente associadas a
desregulacéo do balanco redox (Pradhan and Ghosh, 2013). A atividade exacerbada
de células imunoldgicas tem como um dos efeitos o aumento descontrolado da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) que
sobrepfem a atividade dos antioxidantes e causam o estresse oxidativo (Percario et
al.,2012). Como discutido anteriormente, células gliais também contribuem para esse
processo. A ativacdo de enzimas Oxido nitrico sintase respondem pela alta producéo
de NO, o que pode ser prejudicial durante insultos nocivos (Mander and Brown, 2005).
Aqui, vimos que a enzima nNOS sofre aumento de expressdo durante o curso da
doenca. Ja é bem descrito que, em condi¢cdes de estresse oxidativo, pode haver
associacdo de NO com espécies reativas de oxigénio formando intermediarios
reativos de nitrogénio (RNS), como o peroxinitrito (Radi, 2013; Radi, 2018). Essa
molécula é altamente reativa e estd envolvida em varios eventos danosos ao
organismo, podendo causar danos a niveis celulares e moleculares (Radi, 2013; Prolo
et al.,2014; Radi, 2018). Avaliamos o efeito do tratamento com memantina ou 7-
nitroindazol na formacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio através do
HNE, um subproduto da peroxidacao lipidica observada em condi¢cfes de estresse, e
da nitrotirosina (NT-3), um marcador de estresse associado a producdo de
intermediarios de nitrogénio. Nas andlises aqui realizadas, o tratamento com
memantina ou 7-nitroindazol foi capaz de reduzir a expressao desses marcadores,
que séo largamente expressos durante a infeccdo com PbA. Ambas as drogas
reduziram significativamente a expresséao de NT-3, corroborando o fato de que a via
de excitotoxicidade tem relevante atuacao quanto ao estresse nitrosativo e que este
fendbmeno parece ter importancia na contribuicdo dos eventos que levam ao dano
cognitivo associados a malaria cerebral experimental.

Ainda nesse contexto, também avaliamos a atividade da mieloperoxidase.
A mieloperoxidase € uma heme-peroxidase presente nos granulos intracelulares de
fagécitos, que auxilia o sistema imune no combate a invasores e tem como um dos
mecanismos de atuacdo a geracao de espécies oxidantes (Davies,2011). No entanto,
sitios inflamatérios tém sido associados com danos teciduais, de modo que estimulos
nocivos podem levar essa enzima a gerar uma alta quantidade de espécies reativas,

gue levam a diversas injurias, incluindo desordens neurodegenerativas (Davies,2011;
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Ray and Katyal, 2016). Ja foi observado que a atividade de MPO est4d aumentada
durante o processo inflamatério associado a malaria grave (Mohamed et al.,1996).
Isso também foi observado nas analises aqui obtidas. No presente trabalho,
observamos também que o tratamento tanto com memantina como com 7-nitroindazol
foi capaz de reverter o aumento da MPO, sugerindo uma possivel modulacdo do
processo neuroinflamatério estabelecido. N&o se sabe exatamente como a inibicao
da via de excitotoxicidade poderia estar levando a diminuicdo da ativacdo de
neutrofilos, os classicos produtores de MPO, no entanto, a reducéo da ativacéo de
cascatas pro-inflamatorias, discutidas anteriormente, certamente devem estar
relacionadas a esse processo. A possivel modulacdo da producédo de eicosandides
durante a patogénese da doenca poderia estar contribuindo com esse evento devido
a producdo de leucotrienos, especialmente do tipo B4, que estdo relacionados ao
recrutamento e ativacdo de células imunolégicas (Xiao et al.,1999). De fato, ja foi
discutido o aumento da atividade de fosfolipase Az diante de injurias cerebrais
(Sapirstein et al., 2000; Sun et al., 2004). Outra possibilidade, e talvez a que melhor
se encaixe no contexto desse estudo, se baseia no conhecimento recente de que a
MPO ndo é uma enzima exclusiva de neutréfilos, sendo também produzida em
macrofagos e microglias ativadas, podendo ainda ser observada em astrécitos e
neurbnios em doencas que acometem o SNC (Chen et al.,2020). Contudo, mais
investigacdes sao necessarias para confirmar esta hipotese.

Déficits neuroldgicos ocorrem em funcao da disfuncao neuronal decorrente
da neuroinflamacéo crénica caracteristica de doencas neurodegenerativas (Chung et
al., 2015). Neste trabalho, proteina pré-sinaptica sinaptofisina e proteina pos-sinaptica
PSD-95 foram avaliadas durante a malaria cerebral experimental. A sinaptofisina &
uma proteina de vesiculas sindpticas presente em botdes pré-sinapticos (Bai and
Strong, 2014; Hu et al., 2015). Além disso, é um marcador geral de sinapses, de modo
gue tem sido utilizada para medir confiavelmente a densidade sinaptica (Hu et al.,
2015). Diversas patologias que acometem o0 sistema nervoso tém demonstrado
reducdo na expressdo dessa proteina (Bai and Strong, 2014; Hu et al, 2015). Aqui,
resultados similares foram encontrados através da infeccdo com PbA, apesar da
diferenca néo ser significativa. A densidade pos-sinaptica (PSD) consiste em uma rede
de proteinas que interagem e que se organizam e estabilizam receptores sinapticos,
canais ibnicos, proteinas estruturais e moléculas de sinalizacdo que participam da

transmissao e funcéo sinaptica normal (Vallejo et al.,2017). A proteina de densidade
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pés-sinaptica 95 (PSD-95) é um elemento importante das sinapses quimicas e
interage com receptores de glutamato, moléculas de adeséo celular e elementos
citoesqueléticos (Vallejo et al.,2017). E o elemento de ligac&o entre receptores NMDA
e enzima nNOS através do dominio PDZ (Sommer et al., 2017). O complexo NMDAR
/ PSD-95 / nNOS constitui um microambiente no qual o influxo de calcio através de
receptores NMDA ativa preferencialmente a nNOS via calmodulina, o que leva a
formacdo de niveis neurotoxicos de NO quando os receptores NMDA sdao
superestimulados devido a altas concentragbes de glutamato extracelular, como
discutido anteriormente (Lai et al.,2014; Sommer et al.,2017). Ambas as proteinas se
mostram alteradas em neuropatologias (Xiao et al.,1999; Hu et al.,2015). Os dados
deste estudo mostram que a enzima poés-sinaptica PSD-95 sofre aumento de
expressdo durante a maléaria cerebral experimental, possivelmente favorecendo o
processo de excitotoxicidade estabelecido. Além disso, foi demonstrado que o
tratamento com inibidores de NMDA ou de nNOS, especialmente o 7-nitroindazol,
parecem restaurar os niveis basais de expressao tanto de sinaptofisina quanto de
PSD-95.

O processo de excitotoxicidade se caracteriza pela ativacéo de diferentes
vias de morte celular no neurdnio (Lai et al.,2014). Injarias locais associadas a ativacao
cronica das células gliais, a inflamacéo local e a producdo espécies reativas (ROS e
RNS) no ambiente cerebral podem induzir essa sinalizacédo deletéria (Bernhardi et al.,
2015). Neste trabalho, foi avaliado a morte neuronal por apoptose através da ativacéo
das caspases associadas as vias extrinseca e intrinseca no modelo experimental de
malaria cerebral. A ativacdo de ambas as vias contribui com a perda de células
neuronais associada as disfuncdes neurologicas observadas em doencas que se
caracterizam, também, pela neurotoxicidade mediada por neurotransmissores
(Henshall, 2007; Lai et al.,2014). A expresséao de caspase-9 (via intrinseca), caspase-
8 (via extrinseca) e de caspase-3 (efetora) clivada foi avaliada e mostrou-se reduzida
no hipocampo de camundongos infectados com PbA submetidos ao tratamento com
memantina ou 7-nitroindazol se comparados com o grupo infectado nao tratado.
Segundo estudos prévios, a sinalizacdo de TNF, a ativacdo de JNK quinases e a
disfuncdo mitocondrial sdo alguns eventos decorrentes da neurotoxicidade
glutamatérgia que podem estar envolvidos na ativacdo da via extrinseca ou intrinseca,
respectivamente (Clark et al.,2016; Fahrenthold et al.,, 2018). O resultado obtido
sugere que o bloqueio de NMDA extrassinaptico e nNOS parece favorecer a sobrevida
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das células do sistema nervoso, possivelmente devido a diminuicdo de mediadores
inflamatdrios e espécies pré-oxidativas, o que foi observado previamente. No entanto,
a analise de marcadores classicos como p38 quinase ativada downstream a ativagcao
de JNK quinase (Parsons et al.,2014; Li et al., 2018), bem citocromo c liberada da

mitocondria em casos de disfuncéo, por exemplo, precisa ainda ser investigado.
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CONCLUSAO:

Muitas doencas neuroldgicas compartilham mecanismos que levam a eventos de
morte e degeneracédo e contribuem com a formacao de sequelas que podem persistir
ao longo de toda a vida do individuo (Benhardi et al., 2015). A excitotoxicidade
neuronal é uma via disparada em condi¢Ges de injuria, sendo um evento comum em
varias desordens que acometem o sistema nervoso central (Lai et al.,2014; Binvignati
et al.,2020). Neste estudo, foi avaliada a participacdo da neurotoxicidade associada
a ativacdo de receptores glutamatérgicos nos mecanismos envolvidos no
estabelecimento de disfun¢des cognitivas durante a malaria cerebral experimental. De
acordo com os resultados obtidos neste projeto, foi demonstrado que:

e Apesar de nao haver protecdo quanto ao estabelecimento da malaria grave, o
tratamento com inibidor de receptores NMDA extrassinapticos e da enzima
NNOS, duas proteinas centrais para a ocorréncia do fenbmeno de
excitotoxicidade, mostrou-se promissor em prevenir as disfungdes cognitivas
observadas no modelo experimental de malaria cerebral.

e A inibicado farmacologica de receptores NMDA extrassinapticos e da enzima
NNOS foi capaz de reduzir a expressao de marcadores envolvidos na ativagao
da via de excitotoxicidade neuronal.

e Alinibicao farmacolégica de NMDA extrassinaptico e da enzima nNOS reduziu
a expressao de fatores neuroinflamatdrios, como citocinas pro-inflamatodrias,
marcadores de ativacdo astrocitica e de espécies reativas observadas no
curso da infecgdo. Além de reduzir a atividade de MPO.

e A inibicado farmacologica de receptores NMDA extrassinapticos e da enzima
NNOS reduziu a disfungédo sinaptica observada durante a malaria cerebral
experimental.

e A inibicado farmacoldgica de receptores NMDA extrassinapticos e da enzima
NNOS reduziu a ativacado de vias de morte por apoptose durante a malaria

cerebral experimental.

Esses achados sugerem que terapias de interferéncia no processo de
excitacdo glutamatérgica exacerbada possam ser promissoras na prevencdo das

sequelas cognitivas associadas a malaria cerebral.
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