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Resumo

A malaria € uma doenca infecciosa parasitaria de abrangéncia mundial. A Malaria
Cerebral (MC) é a complicagdo mais grave e letal da infeccdo desencadeada pelo
Plasmodium falciparum. Esse quadro grave, consequente da adesdo de heméacias
parasitadas e ndo parasitadas, além de leucdcitos, nos capilares cerebrais, leva a
inflamac&o, producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NOS), além
da disfuncao da barreira hematoencefalica (BHE), ativacao de astrocitos e de microglia,
levando ao desenvolvimento de danos celulares irreversiveis, culminando com o dano
cognitivo. As estatinas estdo se tornando cada vez mais alvos de pesquisas
farmacoldgicas. Apesar de comumente usados para o controle de dislipidemias e
doencas cardiovasculares, evidéncias crescentes tém demonstrado que, devido a acao
anti-inflamatoria, antioxidante e anti-excitotdéxica neuronal esses farmacos poderiam ser
capazes de modular a neuroinflamacgéo. O presente estudo esteve focado na avaliagéo,
em particular da rosuvastatina, que ja demonstrou efeito anti-inflamatério em quadros de
doencas infecciosas sistémicas e protecdo em modelos experimentais de doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson. Avaliamos o efeito da rosuvastatina
na reversdo do dano cognitivo consequente da MC, focando na neuroinflamacgéo e na
sinalizacdo celular associada aos processos mnemoénicos. Para isso, camundongos
machos C57BL/6 (L. 025/2015) foram previamente inoculados com P. berghei ANKA
(PbA). A partir dos primeiros sintomas de MC, foi realizado o tratamento com
rosuvastatina (10-20 mg/kg v.0.). Para a andlise cognitiva, os animais foram tratados em
conjunto com o antimalérico cloroquina (25 mg/kg v.0.) do sexto ao décimo segundo dia
pés infeccdo. O tratamento com rosuvastatina ndo reduziu a carga parasitaria, 0
desenvolvimento de maléria grave e a mortalidade dos animais, porém reverteu o
desenvolvimento de dano cognitivo nos animais infectados tratados com 10 mg/kg em
conjunto com a cloroquina. Ainda foram avaliados aspectos condizentes com a
neuroinflamacéo e neurodegeneracdo. O tratamento com rosuvastatina foi capaz de
reverter significativamente niveis séricos e teciduais de IFN-y e de TNF-a frente a
infeccdo, além de diminuir os niveis de MPO, subprodutos da nitrosilacédo de proteinas e
peroxidacao lipidica (3-nitrotirosina e 4-hidroxinonenal, respectivamente). O tratamento
com rosuvastatina preveniu a disfuncdo da BHE, verificado pelo extravasamento do
corante Azul de Evans, bem como os perfis de microgliose, através da expressao de Iba-
1, e astrogliose, através da marcacao de GFAP e S100. Verificamos que a infec¢cdo com
PbA promoveu um desbalanco das fun¢des sinapticas a partir de uma alta expressao de
PSD-95 e sinaptofisina, proteinas pos e pré-sinapticas, que foi revertido por
rosuvastatina, bem como a alta fosforilacao de Erk 1/2. Assim, nota-se que rosuvastatina
desempenhou papel neuroprotetor e anti-inflamatério frente a MC, prevenindo as
sequelas cognitivas a partir da prevencao do surgimento do dano tecidual, oferecendo
sustentacao para estratégias terapéuticas frente a disfuncédo neurocognitiva.

Palavras-chave: Malaria Cerebral; Neuroinflamac&o; Rosuvastatina.
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Abstract

Malaria is a worldwide infectious parasitic disease. Cerebral Malaria (CM) is the most
serious and lethal complication of infection caused by Plasmodium falciparum. The
adhesion of parasitized and non-parasitized erythrocytes and leukocytes in the cerebral
capillaries leads to inflammation, reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (NOS)
production, as well as the blood-brain barrier (BBB) breakdown, astrogliosis and
microgliosis, which leads to irreversible cellular damage and cognitive impairment. Statins
are increasingly targeted by pharmacological research. Despite commonly has being used
for dyslipidemias and cardiovascular diseases, increasing evidences has shown that due
to anti-inflammatory, antioxidant and anti-excitotoxic effects these drugs could be able to
modulate neuroinflammation. The present study focused on the evaluation, in particular
of rosuvastatin, which has already demonstrated an anti-inflammatory effect in cases of
systemic infectious diseases and protection in experimental models of neurodegenerative
diseases, such as Alzheimer's and Parkinson's. We evaluated the effect of rosuvastatin
in reversing cognitive impairment resulting from CM, focusing on neuroinflammation and
cell signaling associated with mnemonic processes. For this, male C57BL/6 mice (L.
025/2015) were previously inoculated with P. berghei ANKA (PbA). From the first
symptoms of CM, treatment with rosuvastatin (10-20 mg/kg o.) was performed. For the
cognitive analysis, the animals were treated together with the chloroquine antimalarial (25
mg/kg 0.) from the sixth to the twelfth day after infection. Treatment with rosuvastatin did
not reduce the parasitic burden, the development of severe malaria and the mortality of
the animals, but reversed the development of cognitive damage in infected animals
treated with 10 mg/kg in conjunction with chloroquine. Aspects consistent with
neuroinflammation and neurodegeneration were also evaluated. Treatment with
rosuvastatin was able to significantly reverse serum and tissue levels of IFN-y and TNF-
a against infection, in addition to decreasing levels of MPO, protein nitrosylation by-
products and lipid peroxidation (3-nitrotyrosine and 4-hydroxynonenal, respectively). The
treatment with rosuvastatin prevented BBB dysfunction, verified by the leakage of Evan’s
Blue dye, as well as the microgliosis profiles, through the expression of Iba-1, and
astrogliosis, through the GFAP and S1008 marking. We found that PbA infection
promoted an imbalance of synaptic functions based on a high expression of PSD-95 and
synaptophysin, post and pre-synaptic proteins, which was reversed by rosuvastatin, as
well as high phosphorylation of Erk 1/2. Thus, it is noted that rosuvastatin played a
neuroprotective and anti-inflammatory role against CM, preventing cognitive sequelae
from preventing the onset of tissue damage, offering support for therapeutic strategies in
the face of neurocognitive dysfunction.

Key words: Cerebral Malaria; Neuroinflammation; Rosuvastatin.
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Introducéo

1. Malaria

A malaria € uma importante infeccdo parasitaria em seres humanos de
abrangéncia mundial e € sindbnimo de grande preocupacao no ambito da saude publica,
uma vez que esta presente em mais de 97 paises ao redor do mundo, representando
risco a saude a cerca de 3,3 bilhdes de pessoas. Esta enfermidade costumava prevalecer
no mundo todo, porém, foi eliminada dos EUA, Canada, Europa e Russia. Desde entao,
tem prevalecido em paises tropicais, onde no ano de 2018 foram registrados cerca de
228 milhdes de casos e 405 mil 6bitos (COWMAN et al., 2016; NICHOLAS J WHITE et
al., 2013; WHO, 2019).

1.1 Epidemiologia e transmissao

Na maioria dos casos, a transmissdo da malaria ocorre através da picada de
fémeas do mosquito do género Anopheles. Existem mais de 400 espécies diferentes de
mosquitos deste género e cerca de 30 desempenham o papel de vetores da malaria. A
intensidade da transmisséo da doenca esta relacionada a fatores que dizem respeito ao
parasita, a0 mosquito vetor, ao hospedeiro humano e ao ambiente no qual estdo
inseridos. A transmissédo da maléaria é mais efetiva e mais intensa em locais onde o ciclo
de vida do mosquito € mais longo, o que favorece o completo desenvolvimento do
parasita no interior do mosquito vetor até que ele esteja maduro o suficiente para a
infeccdo de um hospedeiro, bem como em locais onde o repasto sanguineo em humanos
seja favorecido (COWMAN et al., 2016; WHO, 2019). Além disso, as condi¢des climaticas
tem efeito diretamente na taxa de sobrevivéncia dos mosquitos, como o0 regime de
chuvas, temperatura meédia anual e a umidade relativa do ar. A transmissao geralmente
€ dada numa dinamica sazonal e € concentrada nas regides situadas entre os tropicos
(Figura 1) (WHO, 2019).
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Figura 1: Mapa mundial da ocorréncia de casos de maléria (casos/1000 populacdo sob risco de
contrair a doenga). World Malaria Reports (WHO), 2019.

No ano de 2018, aproximadamente metade de todos os casos da doenca se
concentraram em 6 paises: Nigéria (25%), Republica Democréatica do Congo (12%),
Uganda (5%), Mocambique (4%) e Niger (4%). De forma geral, a regido da Africa detém
mais de 90% de todos os casos mundiais da doenca. De acordo com 0 mais recente
World malaria report, publicado em dezembro de 2019, a regi&o da Africa, principalmente
da Africa Subsaariana, continua a liderar a quantidade de pessoas acometidas por
malaria quando comparada com outras regiées do globo, totalizando cerca de 93% dos
casos, seguida pelo Sudeste da Asia (3,4%), a regi&io leste do Mediterraneo (2,1%) e as
regides da América Central e Sul (1,5%) (Figura 1) (WHO, 2019).

No Brasil, a maioria dos casos de malaria concentra-se na area da Amazobnia
Legal, que abrange os estados do Acre, Amapa, Amazonas, Par4, Rondbnia, Roraima,
Tocantins, Mato Grosso e Maranhdo. No ano de 2018, do total de 194 mil casos que
foram notificados em todo o pais, cerca de 99% se concentraram nessa regiao. A
classificacdo das areas de transmissdo, no Brasil, ocorre de acordo com o indice

Parasitario Anual (IPA), sendo de alto risco aqueles municipios com IPA=50 casos/1000
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habitantes, de médio risco os que possuem IPA entre 10 e 50 casos/1000 habitantes, de
baixo risco aqueles com menos de 10 casos/1000 habitante e sem risco as areas com
IPA menor de 1 caso/1000 habitantes (Figura 2).

Mapa de risco da malaria por municipio de infec¢do, Brasil, 2018.

Legenda

Risco de transmissdo

Sem transmissao
Baixo risco
B Médio risco

Bl Alto risco 1000 1500 km

Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVS/MS. Dados preliminares, sujeitos 3 alteracdo.

Figura 2: Mapa de risco da malaria por municipio de infeccdo, no Brasil. Sivep-Malaria e
Sinan/SVS/MS, 2019.

Ainda de acordo com o World malaria reports, publicado em 2019, a taxa de
reducdo de mortes ocasionadas pela malédria no periodo de 2016 a 2018 foi
estatisticamente menor do que a observada no periodo de 2010 a 2015. Do total de 228

milhdes de casos de maléaria registrados mundialmente em 2018, cerca de 405 mil



evoluiram para o 6bito. Em &reas com alta transmisséo de maléria, criangas com menos
de cinco anos sao particularmente suscetiveis a infeccao, doenca e morte. Cerca de dois
tercos (67%) de todas as mortes por malaria ocorreram nessa faixa etaria, a qual
registrou, no ano de 2018, aproximadamente 272 mil casos de 6bito.

Algumas espécies do género Plasmodium spp. causam a doenca em seres
humanos. Séo elas: Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, que juntos reportam o
maior niumero de casos; Plasmodium ovale; Plasmodium malariae, em partes do sudeste
da Asia, Plasmodium knowlesi e, mais recentemente no Brasil, Plasmodium simium
(COWMAN et al., 2016; WHO, 2019).

Das espécies responsaveis por causar malaria em humanos, P. falciparum é a
mais letal e responsavel pelo acometimento severo da doenca, principalmente na Africa.
No ano de 2018, foi responsavel por 99,7% de todos os casos de maléria somente na
regido da Africa, 50% dos casos no Sudeste da Asia e 71% dos casos na regido do
Mediterraneo e 65% dos casos na regido costeira do Oeste Pacifico. Ainda que a maioria
das mortes seja causada pela malaria transmitida pelo Plasmodium falciparum, o
Plasmodium vivax também pode exercer papel causador de mortalidade, principalmente
quando infecta mulheres gravidas, gerando, assim, aborto e ma formacao do feto, o que
influencia na mortalidade infantil. Além disso, ele € mais distribuido geograficamente e &
o parasita que predomina na regido das Américas, contabilizando cerca de 75% de todos
0S casos nessa regido e 47% dos casos ao redor do mundo (COWMAN et al., 2016;
WHO, 2019).

1.2 Ciclo do Plasmodium spp.

O agente causador da malaria € o protozoario do género Plasmodium spp.,
parasita unicelular pertencente ao filo Apicomplexa, que é transmitido através da picada
da fémea do mosquito do género Anopheles. Os parasitas da malaria se proliferam
através de inuUmeras invasdes repetitivas no interior das células sanguineas de seus
hospedeiros mamiferos, onde se multiplicam. O ciclo assexuado é responsavel pela
manifestacdo clinica, ou seja, sintomatica e pela patogénese da malaria. Durante a

proliferagdo assexuada, alguns parasitas passam por um processo que envolve a
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diferenciacdo e a maturacdo dos gametdcitos na circulacdo sanguinea periférica do
hospedeiro, o que se denomina ciclo sexuado, precedendo a ingestdo pelo mosquito.
Porém, ainda que o ciclo sexuado dos parasitas ndo contribua para a patogénese da

malaria, ele € essencial para a transmissdo da mesma através de mosquitos que

funcionardo como vetores da doenga (NIZ et al., 2018).

Anopheles =,
(mosquito)

Macrogametocito

Microgametaocito

Merozoitos

Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium falciparum em hospedeiro humano. A malaria inicia-se através
da infec¢do por formas esporozoitas do parasita injetadas no hospedeiro por meio da picada da fémea do
mosquito do género Anopheles. Esses esporozoitos migram para o figado e, posteriormente invadem os
hepatécitos onde se multiplicam gerando os merozoitos que evadem como formas esquizontes na corrente
sanguinea onde invadem hemacias. No interior das hemécias, se desenvolvem em estagios que
compreendem formas de anel, trofozoita e esquizonte, gerando mais formas merozoitas que invadem
novas hemacias e dao continuidade para o ciclo assexuado do parasita. Uma pequena porcao dos
parasitas se desenvolve em micro e macrogametdcitos, as formas sexuadas do parasita que alcangam a
derme e sdo internalizados por mosquitos em um novo repasto sanguineo. No intestino do mosquito
originam o zigoto, depois 0s oocinetos e, posteriormente, a forma de oocisto, do qual esporozoitos sédo

liberados e migram para as glandulas salivares do mosquito. Adaptado de COWMAN et al., 2017.



O ciclo de vida do Plasmodium spp. envolve dois tipos diferentes de hospedeiros:
0 vetor e o hospedeiro definitivo, ou seja, 0 mosquito e o homem, respectivamente
(COWMAN et al., 2017). Durante o repasto sanguineo, ha a inoculacdo de esporozoitos
que infectam primeiramente as células hepaticas, onde se multiplicam, dando origem a
esquizontes, contendo iniUmeras formas merozoitas que séo liberadas a partir da ruptura
do hepatoécito (Figura 3). Os esporozoitos acessam 0s hepatdcitos através de um
processo que envolve a travessia de uma barreira sinusoidal de células endoteliais
fenestradas e células de Kupffer (TAVARES et al., 2013), o qual é auxiliado por proteinas
da familia SPECT (Sporozoite microneme protein essential for traversal); SPECT2; entre
outras (ISHINO et al., 2004; RISCO-CASTILLO; TOPC, 2015). Ainda que o papel dessas
proteinas ndo esteja completamente elucidado, estudos sugerem que a partir da
formacao de um complexo proteico de ataque & membrana elas estejam relacionadas
com a internalizacdo das formas esporozoitas nos hepatdcitos. Além disso, estudos
demonstram que a proteina SPECT2 esta envolvida na formacdo de um vacuolo que
auxilia no processo de travessia dessas formas até o figado (RISCO-CASTILLO; TOPC,
2015). O reconhecimento dos hepatdcitos pelas formas esporozoitas acontece por meio
da interacdo com HSPGs (Higher sulfated forms of heparin sulfate proteoglycans),
proteoglicanos de heparan sulfato expressos na superficie dessas células com a proteina
CSP (Circumsporozoite protein), a qual circunda o esporozoito (COPPI et al., 2008;
HERRERA et al., 2015). Essa interacdo expde o dominio TSR (Type | thrombospondin
repeat) e proteinas como TRAP (Thrombospondin-related anonymous protein) e AMA-1
(Apical membrane antigen-1) sao recrutadas (HERRERA et al., 2015).

Apos a ruptura das células hepaticas, os merozoitos, células com um formato
ovalado com uma proeminéncia apical proprias para a invasdo de hemacias, sao
lancados na corrente sanguinea infectando novas hemacias. Os merozoitos expressam
adesinas na sua proeminéncia apical, bem como organelas secretoras, tais como as
roptrias e micronemas, responsaveis pela ligacdo especifica com hemécias de modo a
promover uma série de eventos moleculares que culminam na invasdo do parasita
(Figura 4A) (COWMAN et al., 2017; THAM; BEESON; RAYNER, 2017).

As formas merozoitas e esporozoitas sdo unicamente adaptadas para a invasao
de hemacias e hepatdécitos, respectivamente. Essas formas séo restritas a invasao

dessas células (COWMAN et al., 2017). Os merozoitos de P. falciparum, P. knowlesi e



P. malariae preferencialmente invadem hemacias maduras, comumente chamadas de
normécitos. P. falciparum e P. knowlesi também podem invadir hemécias jovens,
chamadas reticuldcitos, de forma facultativa, contrastando com P. vivax e P. ovale que
sd0 mais restritos quanto a invasao somente dessas células (LIM, CAEUL et al., 2013;
LIM, CAEUL et al., 2016; MOON et al., 2016). A populacdo de reticuldcitos representa
cerca de 1% de todas as heméacias contidas na corrente sanguinea, sendo assim, a
preferéncia de P. vivax por esse tipo celular demonstra relacéo direta com a reduzida
carga parasitaria observada na infeccdo desempenhada por esse parasita em humanos,
principalmente quando comparado com a infec¢cdo por P. falciparum, o qual é muito
menos restrito ao tipo celular que infecta, podendo alcancar altas cargas parasitarias
(CHAN; DIETRICH; NGUITRAGOOL, 2020; COWMAN et al., 2017). Porém, devido a sua
habilidade de se manter latente em forma de hipnozoito no interior de hepatdcitos, P.
vivax e P. ovale significam um desafio no que diz respeito a eliminacdo da maléria, uma
vez que essas formas contribuem para a recaida dos hospedeiros uma vez infectados
(COWMAN et al., 2017).

A invasdo da hemacia do hospedeiro € dividida comumente em trés partes: a pré-
invasao; a interacéo apical e invasao; e equinocitose, ou seja, processo que acarreta na
irregularidade da membrana das hemacias e formacdo de espiculas regularmente
distribuidas, e posterior recuperacdo da integridade da membrana (Figura 4B)
(COWMAN et al., 2017). As proteinas MSPs (Merozoite surface protein) desempenham
papel fundamental na pré-invasdo. MSP1 é responsavel por formar amplos complexos
proteicos que funcionam como uma plataforma na superficie do merozoito a partir de sua
associacdo com o glicosilfosfatidilinositol (GPI) do hospedeiro (COWMAN et al., 2016,
2017). Para P. falciparum, essa etapa envolve a ligacdo das proteinas EBL (Erythrocyte
binding-like proteins) e PfRHs (P. falciparum reticulocyte-binding protein homologs). A
etapa de invasdo propriamente dita tem inicio a partir da formacao de juncdes oclusivas
entre proteinas do parasita e proteinas da superficie da heméacia, principalmente AMA-1
e RON2 do complexo RON (BESTEIRO; DUBREMETZ, 2011). O conteudo lipidico da
roptrias também contribui para a formacdo do vacuolo parasitéforo que favorece a
propulsdo do merozoito para o interior da hemacia (RIGLAR et al., 2011). Apés o fim da
efetiva invasdo das formas merozoitas, hd a fusdo da membrana da hemacia e

recuperacdo da sua integridade. Todo esse processo de internalizacdo e interagdo com



proteinas do parasita, principalmente PfRHs, causam o influxo de Ca?* nas hemdcias, o

gue ocasiona a equinocitose (WEISS et al., 2015).

Invasdo
A B Formacao de juncdes oclusibas

. Injecdo do complexo AMA1 e RON
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Deformacdo da membrana
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Figura 4: Estrutura do merozoito e passos da interacdo com a hemécia do hospedeiro. A) Estrutura
subcelular de um merozoito mostrando o micronema e a roptrias apicais. B) Etapas da invasdo do
merozoito em uma hemacia do hospedeiro. A invasdo da hemacia compreende as etapas de pré invasao,

interacdo apical e invasdo propriamente dita. Adaptado de COWMAN et al., 2017.

ApGs a sua invasdo em uma nova hemécia, o merozoito se multiplica, dando
origem a cerca de 16 a 32 novos merozoitos. Esse ciclo denomina-se ciclo eritrocitico ou
assexuado. No ciclo eritrocitico, o parasita adquire a forma de anel ou trofozoita jovem
que amadurece, gerando trofozoitas maduros que atingirdo uma fase de proliferacdo em
namero, gerando esquizontes. Ao final do ciclo, a membrana celular da hemacia se rompe
liberando a forma proliferativa que é capaz de infectar outras hemacias saudaveis
reiniciando assim o ciclo (CHAN; DIETRICH; NGUITRAGOOL, 2020) (Figura 3).

No hospedeiro, durante cada ciclo de replicacdo assexuada do parasita, uma
pequena porcéo (cerca de 0,1% a 5%) se desenvolve em formas sexuadas masculinas e
femininas, denominados gametdcitos (SINDEN, 1983). Esse estagio contribui para a
transmissdo através dos vetores, 0s mosquitos. A maturacdo dos gametdcitos ocorre de
forma diferente dependendo da espécie de Plasmodium spp. Gametocitos de P.
falciparum, por exemplo, levam de 8 a 10 dias para a maturacdo envolvendo as cinco

fases morfoldgicas caracteristicas (estagio I-1V) (SINDEN, 1978), ja os gametdcitos de P.
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vivax levam somente 48 horas para a sua maturacdo, o que contribui para a presenca
dessas formas na circulacdo sanguinea dentro de uma semana na circulacédo sanguinea
do hospedeiro, o que torna possivel sua visualizacdo sob microscopio Optico
(MCKENZIE; COLLINS, 2007). No caso de parasitas murinos, como P. berghei e P. yoelii,
a maturacdo do gametdcito leva somente 24 ou 27 horas.

Estudos recentes apontam a medula 6éssea do hospedeiro humano e murino como
um sitio primario de desenvolvimento e maturacéo de gametdcitos (NIZ et al., 2018). Uma
vez que o desenvolvimento de gametdcitos no hospedeiro € essencial para a manutencéo
do potencial patolégico da doenca e ciclo do parasita, tais estudos podem indicar uma
dindmica diferente quanto a migracédo de gametocitos para a corrente sanguinea e derme
durante a infeccdo. Apds um repasto sanguineo em hospedeiro previamente infectado,
essas formas gametociticas maduras séo internalizadas pelo mosquito e em seu intestino
se diferenciam em gametas femininos (macrogametocitos) e masculinos
(microgametocitos), processo esse dependente da variacdo de temperatura e pH, por
exemplo (BILLKER; MILLER; SINDEN, 2000). A fertilizacdo ocorre de modo a originar
um zigoto diploide, o qual se desenvolve em oocinetos flagelados responsaveis por
penetrar o intestino do mosquito a fim de se desenvolverem em oocistos. As formas
esporozoitas derivam de oocistos maduros e migram para glandula salivar do mosquito

de modo a estarem disponiveis para a infeccdo em um novo repasto sanguineo.

1.3 Sintomatologia e tratamento

A replicacdo das formas assexuadas do parasita na corrente sanguinea do
hospedeiro infectado resulta nas manifestagbes clinicas da malaria. Os primeiros
sintomas da malaria aparecem depois de 7 a 15 dias apés a infeccdo e sdo pouco
esclarecedores e muito se assemelham a sintomas de uma simples indisposi¢do
(GAZZINELLI; KALANTARI; FITZGERALD, 2014). Por esse motivo, um diagndéstico mais
preciso e mais eficiente a fim de minimizar sequelas se torna especialmente mais dificil.
A patologia se caracteriza por: dores de cabeca, cansaco, desconforto abdominal, dores
musculares e, ocasionalmente, nauseas, vomitos e ocasionalmente, febre (COWMAN et
al., 2016; NICHOLAS J WHITE et al., 2013; STORM; CRAIG, 2014).



Em &reas endémicas, a maléria é a principal doenca relacionada a casos de febre
(NICHOLAS J WHITE et al., 2013). Os acessos febris da malaria estao relacionados com
o ciclo eritrocitico de cada espécie de parasita em questdo, ou seja, 0 rompimento dos
esquizontes que libera parasitas na corrente sanguinea, o que ativa mondcitos e
macréfagos, induzindo uma resposta a inflamacéo, causando a febre (MILNER, 2018). A
infeccdo por P. vivax e P. ovale provoca acessos febris com uma frequéncia de 48 horas,
sendo assim denominada febre terca benigna. A infecgéo por P. falciparum provoca acessos
com o mesmo intervalo de tempo e € tratada como febre tercd maligna. P. malariae provoca
a febre quartd com acessos febris a cada 72 horas e, 0 mais recentemente descoberto, P.
knowlesi, provoca febre a cada 24 horas (ANTINORI et al., 2012; WHITE, 2008). Outros
sintomas podem ser indicadores no diagnostico de uma complicacdo na infeccéo, tais
como insuficiéncia renal, disfuncdo hepética, edema pulmonar, hemoglobindria,
distarbios hemorragicos, de coagulacdo, malaria cerebral (MC) e anemia (DUNST et al.,
2017; STORM; CRAIG, 2014).

A maléria requer intensos cuidados médicos, um tratamento adequado e,
principalmente, eficiente. No ano de 2015, a Organizacao Mundial da Saude (OMS), no
guia de tratamento para malaria, recomenda a confirmacdo de casos da doenca a partir
de analises parasitoldégicas em individuos sintomaticos. A realizacdo de teste de
diagnostico rapido (RDTs), por exemplo, foi introduzida na regido da Africa Subsaariana
durante a ultima década e possibilitou, apesar dos recursos escassos, a confirmacao de
casos da doenca aonde outros métodos ndo estavam disponiveis (WHO, 2015). Esse
teste imunocromatografico possibilita o diagnostico através da utilizacdo de anticorpos
monoclonais para deteccdo de proteinas do parasita nos pacientes com suspeita da
doenca. Os principais anticorpos utilizados em RDT sdao PfHPR2 (histidine-rich protein
2), expresso somente em P. falciparum; LDH e aldolase (BASU, 2017; MURPHY et al.,
2013; WHO, 2015). No Brasil, o diagnéstico mais utilizado é o teste de gota espessa
(WHO, 2015).

Com o tratamento correto com farmacos apropriados no comec¢o do estagio
sintomético da doenca, a remissdo dos sintomas pode ser observada, mesmo no caso
de uma infeccdo a partir de P. falciparum. No entanto, a recorréncia de qualquer sintoma
refletiria em um tratamento incompleto, resisténcia ao farmaco utilizado ou ainda, uma
nova infeccdo. Tradicionalmente, o uso de cloroquina e mefloquina (derivados da quinina,

um antimalarico natural extraido das cascas da quina) € bastante difundido (ALONSO et
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al., 2011). No caso de infec¢des por P. vivax e P. ovale, por exemplo, onde subsequentes
infeccbes podem surgir em intervalos regulares devido as formas dormentes hipnozoitas
residentes no figado de hospedeiros, o tratamento prolongado com 8-aminoquinolona &
responsavel pelo clearence do parasita (COWMAN et al., 2016).

Atualmente, o artesunato (derivado de artemisinina, substancia isolada da planta
Artemisia annua L.) € um dos mais importantes tratamentos. Estudos comprovam que,
em comparacao com a quinina, o artesunato diminui significativamente a mortalidade da
malaria desencadeada por P. falciparum (DONDORP et al., 2010). Tratamentos a partir
de artemisinina sédo recomendados por todo o mundo, pois se mostram bastante eficazes
e seu custo tem sofrido gradual reducédo. Contudo, antimalaricos de ma qualidade tém
sido difundidos pela Asia e Africa, o0 que compromete a efetividade do tratamento e

seleciona por resisténcia os parasitas (NICHOLAS J WHITE et al., 2013).

2. Malaria Cerebral (MC)

A forma mais severa de maléaria causada pelo P. falciparum é a maléria cerebral
(MC). Devido a sua exclusiva habilidade de promover ligacdes com as células endoteliais
do hospedeiro, P. falciparum desencadeia a sindrome de MC tanto em criancas como em
adultos (MILNER, 2018).

A manifestacéo clinica da MC tem inicio com sintomas iguais ao de um caso de
maléria tipico, contudo, em questdo de minutos ou horas, o individuo infectado evolui
para um estado de coma vegetativo seguido de morte (MILNER, 2018). Estudos mostram
gue sintomas como anemia e hemoglobinuria, que € a presenca de hemoglobina na urina
em quantidade anormalmente altas, por exemplo, sdo desencadeados em casos de
malaria severa (DUNST et al., 2017; STORM; CRAIG, 2014). Elevada carga parasitaria
(>5%), hipoglicemia, convulsdes, vomitos repetidos, hiper pirexia, ictericia e disturbio da
consciéncia, também sao indicadores de pior progndstico, bem como insuficiéncia renal,
disfuncéo hepatica, edema pulmonar, distarbios hemorragicos e de coagulacédo (SUH;
KAIN; KEYSTONE, 2004). A OMS propde como critérios para diagnostico de MC os
seguintes parametros: estado de coma apos repetidas convulsdes ou pds correcéo de

hipoglicemia (um sintoma também de maléaria grave), detec¢do de parasitas em formas
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assexuais em teste de gota espessa e descarte de outro tipo de encefalopatia (WHO,
2000).

Embora ndo se tenha muitos esclarecimentos acerca de sua patogénese, 0s
mecanismos patolégicos e moleculares que implicam no desenvolvimento do quadro de
malaria grave compreendem a desregulacdo da resposta inflamatéria a infeccdo do
parasita associado ao extensivo dano endotelial e vascular (OLUWAYEMI et al., 2013;
STORM; CRAIG, 2014). Aléem disso, observa-se o estresse oxidativo, aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatérias e ativagdo de células gliais, levando ao
desenvolvimento de danos celulares irreversiveis, como a morte neuronal (BANGIRANA
et al., 2011; IDRO et al., 2010).

Esse tipo de doenca infecciosa desencadeia rea¢des no cérebro, como o aumento
de radicais livres, por exemplo, que, com o tempo, causam lesdes cerebrais e danos
celulares irreversiveis. Sabe-se que a MC causada por P. falciparum é comumente
associada a um alto grau de mortalidade, especialmente em criancas na regido da Africa.
Em regibes endémicas, a taxa de mortalidade de criancas de até 5 anos de idade
acometidas por MC varia de 10% a 20% (MILNER, 2018). Porém, entre os sobreviventes,
danos cognitivos sdo comuns, graves e persistentes. Dentre eles destacam-se a perda
de memodria, convulsdes, deficiéncia visual, comprometimento da fala, monoparesia e
hiperatividade (BARONE et al., 2012; CASTILLA GUERRA et al., 2008). Assim, uma
possibilidade, no que diz respeito a reversao e/ou prevencdo do dano cognitivo e do
estresse oxidativo causado nas células cerebrais, € 0 uso de antioxidantes aliados aos

antimalaricos tradicionais.

2.1 Fisiopatologia da MC

Sabe-se que a MC caracteriza um complexo cenario multifatorial (GAZZINELLI;
KALANTARI; FITZGERALD, 2014). Os mecanismos moleculares que sustentam e geram
essa sindrome que compromete a cognicao ainda ndo sao propriamente investigados e
exigem maior elucidacdo no que diz respeito ao estabelecimento de um quadro de
neuroinflamacdo e consequente dano cerebral. Porém, cada vez mais estudos tém

demonstrado que a severidade de infec¢cbes ocasionadas por P. falciparum tem se
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caracterizado a partir da citoaderéncia de hemacias parasitadas no endotélio vascular
gue leva a uma superexpressao de mediadores, como moléculas de adeséao e citocinas
pré-inflamatérias (HANSON et al., 2015; SILAMUT et al., 1999), por exemplo, bem como
pela resposta imune montada pelo hospedeiro frente a infeccdo (TAOUFIQ et al., 2011).

O sequestro de heméacias é mediado por modificacdes geradas em sua membrana
a partir da infeccdo, o que torna essa célula mais enrijecida e com um carater mais
adesivo, 0 que favorece o acumulo ndo s6 nos capilares sanguineos, como também a
aglutinacdo com hemécias néo infectadas, contribuindo para o fenébmeno de formacéo
de “rosetas” (COWMAN et al., 2016; STORM; CRAIG, 2014). A interacdo das hemacias
com as paredes dos capilares sanguineos nos quais estdo acumuladas contribui para a
ativacdo do endotélio e, consequente aumento de expressao de moléculas de adesédo
intercelular (ICAM-1) e endoteliais (VCAM-1) (Figura 5). Além disso, observa-se o
aumento dos niveis de angiopoietina-2 (Ang-2) (HANSON et al., 2015), mediador da
ativacdo endotelial; e reducédo da biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) (YEO et al.,
2014), importante fator regulador do ténus vascular; marcadores da severidade da
doenca.

Esta interacdo da hemacia parasitada com o endotélio do hospedeiro se da,
principalmente por meio da ligacdo da proteina PfEMP1 (Plasmodium falciparum
erytrocyte protein 1) expressa na superficie de hemacias parasitadas com P. falciparum
com proteinas presentes no endotélio do hospedeiro. A PfEMP1 é ancorada a membrana
de hemécias parasitadas através de sua ligacdo a proteinas do citoesqueleto e
subsequente ligacdo submembranar a uma estrutura conhecida por KHARP (knob
associated histidine rich protein), formando “knobs”, uma espécie de protuberancia na
membrana. Esses “knobs” podem ser visualizados co-localizados a ligantes vasculares
(Dondorp et al., 2004) (Figura 5).

Recentemente, identificou-se a proteina EPCR (endotelial protein C receptor)
como um sitio de ligacdo para PfEMP1 (BUFFET et al., 2013). Essa proteina é expressa
comumente na vasculatura cerebral e desempenha um papel essencial no que diz
respeito a estabilizacdo endotelial a partir da ativacdo da proteina C. A partir da ligacao
das hemacias parasitadas a EPCR por meio do dominio CIDR (Regido de interdominio

rica em cisteina) de PfEMPL1, a ativacdo da proteina C € blogqueada, o que culminaria em
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uma coagulopatia localizada e disfuncdo endotelial (BUFFET et al., 2013; MILNER,
2018).

Estudos clinicos tém mostrado um perfil pré-coagulante em pacientes com MC. A
oclusado vascular causada pela adesao das hemacias parasitadas no endotélio culmina
na desregulacdo da angiogénese. Evidéncias recentes mostram que VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular), regulador chave da angiogénese, encontra-se super
expresso no tecido cerebral de pacientes diagnosticados com MC (HEMPEL et al., 2014).
Apesar do seu papel controverso, acredita-se que a situacdo de hipoxia favoreca o
aumento da expressdo de VEGF através do fator de transcricdo HIF-1 (fator 1-alfa
induzivel por hipéxia) (CANAVESE; SPACCAPELO, 2014; HEMPEL et al., 2014).
Paradoxalmente, pacientes infectados com P. falciparum exibem sangramento, com
tempos de protrombina e protrombina parcial prolongado, e deficiéncia na agregacéo,
confirmando a coagulopatia associada a malaria, com deficiéncia nos fatores de cascata
de coagulacao V, VIl e IX. Ainda, a expressao do fator tissular por macréfagos consome
proteinas da cascata de coagulacao, o que pode contribuir com a hemorragia associada
a MC (HEYDE et al., 2006).

A infeccéo por P. falciparum é extremamente relacionada com um estabelecimento
de uma resposta imune de carater inflamatdrio montada pelo hospedeiro (HUNT et al.,
2014; OTTERDAL et al., 2018). Ainda que esse tipo de reposta seja de suma importancia
para o clearence do parasita e estabelecimento de um ambiente de recuperacgéo, a
exacerbacdo do estimulo dessa resposta pode levar a progressédo da doenca e gerar
danos teciduais (OTTERDAL et al., 2018).

A resposta imune inflamatéria que é montada frente a uma infeccdo por P.
falciparum, envolve diversas células imunes e suas mais diversas interacoes
(OTTERDAL et al., 2018). O quadro de MC é caracterizado principalmente pela alta
producao de citocinas pré-inflamatérias préprias do fen6tipo celular Thl, dentre elas TNF-
a, IFN-y, IL-1B e IL-6 (DUNST; KAMENA; MATUSCHEWSKI, 2017; HUNT; GRAU, 2006).
Tais citocinas sdo criticas para o controle da infeccdo por P. falciparum no que diz
respeito ao seu ciclo exoeritrocitico e eritrocitico (HUNT et al., 2014; HUNT; GRAU,
2006). Os mondécitos e macrofagos polarizados no perfil M1, majoritariamente, sao as
principais fontes de citocinas pro-inflamatorias durante a infeccdo. Algumas iréo atuar a

favor do hospedeiro, ajudando no controle da infeccdo, como IL-12; e outras poderao
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atuar a favor do progresso da patologia, como o TNF-a (SCHOFIELD; NOVAKOVIC;
SCHWARZ, 1996). Neutrofilos, os leucocitos mais abundantes da circulacdo sanguinea,
sdo as ceélulas que atuam primeiramente contra a infec¢cdo. Estudos apontam para a
formacao de armadilhas extracelulares (NETS), que atuariam no clearence do parasita, e
ainda a secrecao de proteases, tais como a mieloperoxidase (MPO), que pode contribuir
para o dano tecidual (FEINTUCH et al., 2016; OTTERDAL et al., 2018).

Citoaderéncia
Interacao entre PfEMP1,
ICAM-1, VCAM-1, CD36

Ativacao Rolling no endotélio Formacao de

endotelial receptor ICAM-1 rosetas in situ Oclusao vascular

Figura 5: Citoaderéncia na vasculatura capilar. Hemacias parasitadas se ligam ao endotélio vascular,
bem como a outras hemacias parasitadas ou nao, contribuindo para a ocluséo vascular. Os antigenos do
parasita estimulam citocinas pré-inflamatérias (IFN-y, TNF-a), que culminam na regulacdo de moléculas de
adesdo no endotélio. ICAM-1 pode mediar o rolling no endotélio, enquanto CD36 e outros, por exemplo, a
aderéncia. Adaptado de Chen et al., 2000.

Produzido por macrofagos (via iNOS), células endoteliais (eNOS) e células
neuronais (NNOS), o oxido nitrico (NO) tem um papel controverso na patogénese da MC.
Em condicdes fisiologicas normais, o NO esta relacionado com a regulagdo do tonus
vascular, contudo, em condi¢des patoldgicas, espécies reativas de nitrogénio (RNS) que
derivam do NO podem contribuir para o aumento da injuria tecidual (GAUT et al., 2002;
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ISCHIROPOULOS, 1998). A partir da reacédo de oxidacao de L-arginina para L-citrulina,
o radical livre 6xido nitrico (NO) é sintetizado e pode se combinar com anions superéxido
para entdo gerar peroxinitrito (ONOO"), o qual agrava ainda mais a injdria neuronal e
tecidual da patologia (BLOODSWORTH; DONNELL; FREEMAN, 2000; GAUT et al.,
2002). Alguns estudos envolvendo modelo experimental murino, relacionam o NO com o
aumento da expressao da angiopoietina 1 (Angl), que modula a atividade de Ang-2,
participando da ativacdo endotelial, permeabilizacdo vascular e aumento da producéo de
TNF-o. € expressdo de ICAM-1 e VCAM-1, que favorecem a fisiopatologia da MC
(FIEDLER et al.,, 2006; RUDIN et al., 1997). Contudo, outros estudos que também
envolvem modelo experimental murino, relacionam a baixa disponibilidade de NO com o
pior prognéstico durante a MC e a suplementacdo com doadores de NO parece ter um
papel protetor contra a doenca, levando a uma diminuicdo nos niveis das citocinas INFy,
TNF-a, MCP-1, da molécula de adesédo ICAM-1 (DE MOURA CARVALHO et al., 2014;
GRAMAGLIA et al., 2006; SERGHIDES et al., 2011).

No interior do hospedeiro, durante o inicio da infec¢cdo pelo Plasmodium spp., o
ciclo eritrocitico do parasita estimula fortemente os macréfagos (MILNER, 2018). A partir
do rompimento de esquizontes que liberam formas merozoitas do parasita na corrente
sanguinea, padroes moleculares (PAMPs) associados ao patdgeno podem ser
reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, a partir dos receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs). Os receptores do tipo TOLL (toll like receptors-
TLRs) (NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013) detectam os PAMPs na superficie dos
endossomos ou do préprio parasita, enquanto os receptores do tipo NOD (NOD like
receptors — NLRs) (BARBALAT et al.,, 2011) e RIG-1 (RIG-1 like receptors — RLRS)
(SCHRODER; TSCHOPP, 2010), detectam os PAMPs no citosol da célula do hospedeiro,
levando a uma resposta inflamatéria, que tem por finalidade o clearence do parasita.
Contudo, uma ativagdo excessiva desses PRRs pode contribuir para um quadro de
inflamacgéo sistémica que culminaria na faléncia de multiplos érgaos, comprometendo o
hospedeiro (GAZZINELLI; KALANTARI; FITZGERALD, 2014).

Um dos principais PAMPs do parasita é a ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI
anchor). Geralmente, ela é formada por duas cadeias de acido graxo unidos a um glicerol
que, por sua vez, esta unido a um grupo fosfoinositol; manose e uma glucosamina que

se ligara a porcdo C-terminal de um aminoéacido de uma proteina. E responsavel por
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ancorar a maioria das proteinas de superficie do parasita a sua membrana plasmatica,
sendo essencial para sua sobrevivéncia (ALMEIDA; GAZZINELLI, 2001). Esse
glicolipidio é reconhecido através dos PRRs e ativa, principalmente os heterodimeros
TLR2-TLR6 e TLR1-TLR2, ou ainda, TLR4 (KRISHNEGOWDA et al., 2005;
PRASANNAVENKATESH DURAI, 2013), induzindo a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias por macrofagos, o que inclui a IL-1, IL-6, M-CSF (fator estimulador de
crescimento de colénia de macréfagos), TNF-a, linfotoxina, espécies reativas de oxigénio
como o superoxido (via sintese pela NADPH oxidase ou por disfuncdo mitocondrial) e
oxido nitrico (NO) (HANSON et al., 2015; MILNER, 2018; STORM; CRAIG, 2014). Além
disso, estudos feitos a partir de células endoteliais vasculares de cordao umbilical
humano apontam para a inducao da expressao de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina através
da ativacéo dos receptores dessas células com ancoras GPI, indicando que esse PAMP
ainda contribuiria para o fendmeno de citoaderéncia e disfuncéo endotelial relacionada a
infeccdo (SCHOFIELD; NOVAKOVIC; SCHWARZ, 1996).

Durante o ciclo eritrocitico, o parasita digere a hemoglobina da hemacia no qual
estd inserido como uma fonte de aminoacidos. A oxidacdo da hemoglobina € um
processo essencial para a sua nutricdo, porém gera metabdlitos protoporfirinicos que séo
potencialmente toxicos tanto para o parasita como para o hospedeiro, como 0
grupamento heme (JANI et al., 2008). Como uma estratégia de sobrevivéncia, o parasita
adaptou-se a detoxificar esse grupamento cristalizando-o em hemozoina, inerte para o
seu ciclo de vida (JANI et al., 2008). A hemodlise esta diretamente relacionada com a
fisiopatologia da maléria. A quantidade de hemozoina presente no interior de fagécitos
que internalizaram hemacias parasitadas reflete a carga de parasitemia do hospedeiro e
€, portanto, um marcador da severidade da doenca (DEROOST et al., 2015; JANI et al.,
2008) . Estudos apontam que, tanto em humanos como em camundongos, a hemozoina
€ capaz de ativar mondcitos e macréfagos de modo que essas células secretem citocinas
e quimiocinas proé-inflamatérias, tais como MCP-1 TNF-q, IL-18 e IFN-y (COBAN et al.,
2005; JARAMILLO et al., 2009; PARROCHE et al., 2007; SHIO et al., 2009). Além disso,
alguns estudos demonstram que hemozoina produzida em culturas de P. falciparum
poderiam se ligar a proteinas, lipidios e acidos nucleicos do parasita e também do
hospedeiro (PARROCHE et al., 2007). Assim sendo, a hemozoina que se encontra ligada

ao material genético do parasita direciona-se até o fagolisossomo e citosol do hospedeiro,
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onde ativaria receptores TLR9, inflamossomos e outros receptores citosolicos
(GAZZINELLI; KALANTARI; FITZGERALD, 2014; PARROCHE et al., 2007). Outros
estudos demonstram que a hemozoina sintética, em células dendriticas e macrofagos
murinos é capaz de ativar receptores TLR9, assim como em linfécitos B humanos
(COBAN et al., 2005).

Em modelos experimentais murinos, o grupamento heme é responsavel por ativar
os receptores TLR4 (FIGUEIREDO et al., 2007) e em excesso, quando livre, promove
uma resposta inflamatoria que culmina na formagéo de ROS, a qual resulta em estresse
oxidativo e consequente dano microvascular e morte celular (WAGENER et al., 2003).
No organismo do hospedeiro, os efeitos téxicos de heme livre sdo atenuados a partir da
acdo da enzima heme-oxigenase-1. Ela € responsavel por converter o heme em
mondxido de carbono (CO); biliverdina, posteriormente convertida em bilirrubina; e ferro
livre, favorecendo a protecédo ao desenvolvimento da MC em camundongos (FERREIRA
et al., 2007; PAMPLONA et al., 2007). Contudo, em humanos infectados com P.
falciparum, a carboxihemoglobina, um subproduto da reacdo de catalizacdo do heme por
meio da heme-oxigenase-1, demonstrou potencial para exacerbar a disfuncdo de varios
orgaos durante a fase aguda da doenca (YEO et al., 2013).

Além do estabelecimento do quadro de inflamacéo e citoaderéncia de hemacias
parasitadas, a MC €& associada com o aumento de permeabilidade da barreira
hematoencefélica (BHE) (HEYDE et al., 2006). A adesdo da hemacia parasitada ao
endotélio cerebral pode gerar, por si s6, uma menor oxigenacdo tecidual, o que
ocasionaria um quadro de hipOxia e ao consequente desenvolvimento de acidose
metabdlica (COWMAN et al., 2016). Em um estudo realizado por Taylor e colaboradores
(2004), verificou-se a presenca de P. falciparum, a partir de cortes histol6gicos, em mais
de 20% dos capilares sanguineos do cérebro de criancas que morreram acometidas por
malaria (TAYLOR, TERRIE E et al., 2004). Essa obstru¢cdo microvascular € um possivel
resultado do sequestro desses eritrocitos pelo cérebro. Em criancgas africanas, a partir de
autopsias, foi notado que, por mais que a BHE, barreira celular que reveste o cérebro,
estivesse intacta apos a morte, ha um possivel aumento em sua permeabilidade a partir
do rompimento de jungdes intercelulares endoteliais (DOROVINI-ZIS et al., 2011).

O comprometimento da integridade da BHE e a neurodegeneracao afeta

diretamente a dindmica celular cerebral, como por exemplo, a distribuicéo e propriedades
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de astrdcitos e microglia, células componentes do parénquima cerebral (HUNT; GRAU,
2006). A microglia se caracteriza como as células imunes inatas do sistema nervoso
central (SNC) e a maior populacdo de células residentes desse sistema (ISABELLE M.
MEDANA, 1997). Constantemente provém condi¢cfes étimas do microambiente e produz
fatores que influenciam as células dispostas ao redor, comumente os astrocitos e os
neurénios. Os astrocitos, por sua vez, consistem em uma populacédo de células gliais do
SNC que majoritariamente oferecem suporte ao tecido nervoso (SOFRONIEW,;
VINTERS, 2010), séo responséaveis por responder aos insultos teciduais (GLASS et al.,
2010).

Sob condicdes fisioldgicas, as células da microglia exibem um fendtipo “em
repouso”, ou seja, desativado, que é associado com a produgdo de moléculas anti-
inflamatorias e fatores neurotroficos. Porém, em resposta a invasao de algum patégeno,
a microglia modifica o seu fenétipo para um estado ativado, capaz de fornecer uma
resposta imune de modo a proteger o tecido. Estudos demonstram que individuos
acometidos com MC apresentam intensa astrogliose, degeneracdo de astrocitos e
ativacao da microglia (HUNT, 2001). Ativacdo de células da glia e ativacdo de enzimas,
apesar de serem fendbmenos autolimitantes, sdo frequentemente associadas com a

neurotoxicidade a partir do estresse oxidativo (GLASS et al., 2010).

2.2 Funcao cognitiva

Dentre 0s mecanismos patolégicos e moleculares que implicam no
desenvolvimento das sequelas cognitivas desencadeadas pela MC estd o estresse
oxidativo (BARONE et al., 2012; OLUWAYEMI et al., 2013; REIS et al., 2012). De forma
geral, doencas que comumente apresentam um quadro de neuroinflamagéo tendem a
exibir uma quantidade aumentada de ROS e RNS no tecido cerebral, o que culmina na
peroxidacao lipidica, nitrosilacdo de proteinas, dano no DNA e quebra da BHE,
resultando na morte neuronal e no dano cognitivo (MANEEN; CIPOLLA, 2007; TANG et
al., 2008).
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As injarias causadas no cérebro por tais reacfes inflamatoérias resultam em
sequelas que, em grande parte dos casos, acarretam em Obito. Esse declinio cognitivo
nao esta somente presente em casos de pacientes com doencas neurodegenerativas e
que j& estdo acometidos pelo processo natural de envelhecimento, mas, se mostra
evidente também em pacientes que foram diagnosticados com MC. Diversos estudos
clinicos envolvendo criancas acometidas e/ou recuperadas de MC demonstram que
apesar da administracdo de antimalaricos durante o curso da doenca as sequelas
cognitivas ndo sao evitadas nem tdo pouco amenizadas (BANGIRANA et al.,, 2011;
CARTER et al., 2005). Essas injurias cerebrais muitas vezes se desenvolvem em longo
prazo e possuem carater permanente (HIGGINS; KAIN; LILES, 2011).

Em um estudo realizado por Idro e colaboradores (2010), criancas da regidao de
Uganda que foram acometidas em algum momento da vida por MC foram avaliadas
quanto ao estabelecimento de sequelas severas cognitivas e disfuncdo neuroldgica
residual da infec¢do. Os dados referentes a essas criancas foram analisados por um
especialista na area de neurologia pediatrica com relacdo a descricdo de déficits na
funcdo motora, na fala, na visdo, na audicdo, bem como problemas comportamentais e
epilepsia. De forma relevante, dentre as criangas atendidas, cerca de 40% apresentaram
disfuncéo cognitiva severa e outras sequelas como cegueira (aparentemente reversivel),
dificuldades na fala, na audicéo e epilepsia (IDRO et al., 2010).

Os neurdnios sao células cerebrais altamente especializadas e muito dependentes
de oxigénio. Por isso, sdo muito frageis em relagdo ao dano mitocondrial causado por
radicais livres (HUNT; GRAU, 2006). Essas células cerebrais demonstram uma enorme
interacdo metabdlica com astrécitos em termos de recaptacdo de neurotransmissores,
distribuicdo do substrato energético e defesa contra o estresse oxidativo (ISABELLE M.
MEDANA, 1997; SOFRONIEW,; VINTERS, 2010). Assim, tendo em vista 0os danos
sofridos pelos neurbnios, a vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo é
manifestada pelo acumulo de lipidios oxidados, proteinas e DNA, os quais parecem estar
envolvidos na deterioracdo das habilidades motoras e cognitivas (BIESALSKI, 2002). A
MC exerce influéncia no funcionamento de neurotransmissores, causando danos nos
mesmos e, posteriormente, na habilidade de cognicdo do cérebro. Esses

neurotransmissores, tais como o glutamato, por exemplo, sdo essenciais para a inducao
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de ligacbes sinpticas e provaram estar completamente envolvidos no processo de
aprendizagem e memorizacdo (VIANNA, M R et al., 2000).

Basicamente, o processo de formacdo da memodria, a memorizacdo, pode ser
dividido em aquisicdo, consolidacdo e evocacdo. Todas as memadrias sdo associativas,
ou seja, sao adquiridas através da ligagdo com um grupo de estimulos. Esses estimulos
podem ser desde sensacdes fisicas, tateis, olfativas, visuais ou auditivas. Segundo
Izquierdo (2013), as memorias que persistem além de segundos denominam-se
memo©rias de curta e de longa duragédo, as quais requerem, para sua formacéo, uma série
de passos moleculares na regido do hipocampo, nucleos amigdalinos e em outras &reas.
A memoria de curta duracdo mantém a cognicao funcionando durante o tempo que a
memoria de longa duracéo leva para ser consolidada (IZQUIERDO, IVAN ANTONIO et
al., 2013).

O hipocampo parece estar envolvido no condicionamento contextual e na
formacéo e consolidacdo da memaria referente a modulacdo de mecanismos de defesa
a estimulos (PENTKOWSKI et al., 2006). Além disso, estudos demonstram que o
hipocampo participa da formacdo da representacdo do contexto, da composi¢cao
sensorial, temporal e espacial (MATUS-AMAT et al., 2004; SANDERS; WILTGEN;
FANSELOW, 2003).

A cascata de sinalizacdo se inicia com a ativacdo dos receptores do glutamato,
que podem ser do tipo metabotropicos ou ionotrépicos, um dos principais
neurotransmissores do sistema nervoso central. Estes receptores compreendem o0s
receptores ionotrépicos NMDA (N-metil-D-aspartato), o AMPA (a-amino-3-hidroxi-metil-
5-4- isoxazolpropionico) e cainato. Participam ainda os receptores GABAEérgicos,
colinérgicos do tipo muscarinicos, p-adrenérgicos e também o0s receptores
serotoninérgicos (IZQUIERDO, IVAN; MEDINA, 1997).

Os receptores NMDA podem ser ativados através do glutamato pré-sinaptico ou,
ainda, por meio da despolarizacédo pés-sinaptica. Quando a membrana pré-sinaptica é
ativada, inUmeros neurotransmissores sao liberados na fenda sinaptica, dentre eles, o
glutamato. Devido ao potencial negativo de repouso, os receptores NMDA tém seus
canais ionicos bloqueados por meio de ions Mg*, contribuindo para que poucos ions
possam atravessa-lo. Porém, o fluxo de ions Na* e K* através dos canais idnicos dos

receptores AMPA geram a despolarizacdo da membrana pés-sinaptica e a abertura dos
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canais ibnicos dos receptores NMDA por meio do deslocamento dos ions Mg*
(GRIENBERGER; KONNERTH, 2012).

Posteriormente, ocorre uma mobilizacdo de calcio para o meio intracelular, que
leva a ativagao da proteina célcio calmodulina kinase Il (CaMKIl), que é responsavel pela
fosforilacdo de diversas proteinas (IZQUIERDO, IVAN; MEDINA, 1997). Ela é localizada
na fenda pos-sinaptica, area da membrana plasmatica de neurbnios em que ha alta
elétron densidade, juntamente com a proteina PSD-95 (postsynaptic density 95) e outras.
Essas duas proteinas exibem muita afinidade com a subunidade NR2B dos receptores
NMDA (GARDONI et al., 2001; OMKUMAR, 2009). PSD-95 ¢ essencial para a maturagao
dos neurbnios e estabilizacdo de sinapses. Estudos correlacionam a alta expressao
dessa proteina em neurdnios hipocampais com a maturagdo das sinapses
glutamatérgicas, bem como dos terminais pré-sinpticos, favorecendo a plasticidade
neuronal e todo o processo de formacao e consolidagcdo da memoéria (EL-HUSSEINI et
al., 2000; TAFT; TURRIGIANO; TURRIGIANO, 2014). Além disso, PSD-95 é responsavel
por mediar a ligacdo dos receptores NMDA com moléculas downstream de cascatas de
sinalizagdo pos-sinapticas, como Src, SynGAP e nNOS (LIM, INDRA A et al., 2003).

Além dos canais i6nicos dos receptores NMDA, os receptors metabotropicos de
glutamato (mGIuR) e reservas citosolicas de calcio, como o reticulo endoplasmatico, sdo
outras fontes que contribuem para a o nivel de calcio intracelular (NEVIAN; SAKMANN,
2006). O aumento de ions célcio em neurdnios pés-sinapticos culmina, ainda, na ativacao
do fator de transcricdio CREB que atua na ativacdo da transcricdo de proteinas
responsaveis pela formacao e consolidacdo de memoria, como o BDNF (brain derived
neurothrofic factor); da proteina quinase A (PKA); da proteina quinase C (PKC), que
também é ativada pela ligacédo da acetilcolina a seu receptor muscarinico; e da proteina
quinase ativada por mitgeno (MAPK) (IZQUIERDO, IVAN; MEDINA, 1997; WANG, HUI;
PENG, 2016)

Tais proteinas sdo essenciais para 0 processo de geracdo da potenciacdo de
longa duracéo (LTP) no hipocampo (WANG, HUI; PENG, 2016; YANG et al., 2010). A
LTP é o aumento de tamanho da resposta de um grupo de neurdnios por meio da
estimulacdo repetitiva durante alguns segundos que ocorre no hipocampo durante a
consolidacéo de memorias (IZQUIERDO, IVAN ANTONIO et al., 2013). Em contrapartida,

dependendo das sinapses estabelecidas e da estimulagc&o, pode ocorrer a depressao de
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longa duracdo (LTD) (IZQUIERDO, IVAN ANTONIO et al., 2013; VIANNA, M R et al.,
2000).

Uma das principais proteinas descritas como essencial para o processo de
formacao e consolidacdo da memoaria de longo prazo, bem como para a plasticidade e
funcdo sinaptica, € o BDNF (IZQUIERDO, IVAN ANTONIO et al., 2013). Membro da
familia das neurotrofinas, € sintetizado como uma pré-proteina, que € clivada em proteina
madura pela plasmina (PANG, 2004). O pr6-BDNF é capaz de se ligar ao receptor
p75NTR, levando a célula a entrar em apoptose, e 0 BDNF maduro se liga ao receptor
TrkB (receptor de tirosina quinase B). Uma vez ligado ao receptor TrkB, ocorre a ativagcéo
da proteina treonina quinase PI3K (fosfatidilinositol 3 kinase) e da pequena GTPase Ras,
levando a ativacdo das vias da AKT e MAPK, respectivamente (SWEATT, 2001). A
ativagdo do receptor TrkB também leva a fosforilagdo e aumento da atividade do receptor
NMDA, potencializando o estimulo em resposta a liberacdo do glutamato durante o
processo de formacédo de memoria (YAMADA; NABESHIMA, 2003).

De acordo com Comim e colaboradores (2012), camundongos infectados com P.
berghei ANKA e tratados com drogas antimalaricas logo ap6s o aparecimento dos sinais
clinicos de maléria cerebral apresentam perda de memaria 15 dias apds a cura da doenca
parasitaria e possuem quantidade reduzida de BDNF no hipocampo. Ao mesmo tempo,
estes animais apresentam a neurotransmissao colinérgica intacta, como inferido pela
medida da atividade da acetilcolinesterase no hipocampo (COMIM et al., 2012). Este
dado sugere um possivel mecanismo para perda de meméria implicando o controle da
producdo de BDNF e possivelmente o receptor de NMDA.

Dentre as drogas utilizadas atualmente contra a malaria, os antimaléaricos
tradicionais, tais como cloroquina, mefloquina e artemisina, por exemplo, ndo sao
capazes de reverter e/ou atuar na progressdo do dano cognitivo acarretado por ela.
Diversos estudos clinicos envolvendo criancas acometidas e/ou recuperadas de MC
demonstram que apesar da ministracdo de antimalaricos durante o curso da doenca as
sequelas cognitivas ndo sdo evitadas, tampouco amenizadas (BANGIRANA et al., 2011;
CARTER et al., 2005). Nesse contexto e, tendo em vista que o agravante dos casos de
malaria sdo as injarias cerebrais, o estudo e o desenvolvimento de agentes
farmacolégicos que atuem no ambito cerebral € ideal para o controle da morbidade
causada por essa doenca infecciosa (HIGGINS; KAIN; LILES, 2011).
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3. Estatinas

As estatinas foram originalmente identificadas como metabdlitos secundarios de
fungos (ALBERTS, 1988). Derivada do fungo Penicillium citrinium, mevastatina foi umas
das primeiras estatinas isoladas naturalmente. Na sua forma ativa, mevastatina tem
estrutura similar ao precursor HMG Co-A. Sendo assim, em um estudo realizado em
ratos, foi capaz de inibir a biossintese de colesterol com Ki de 1,4 nM (TOBERT, 2003).
Contudo, induziu um quadro de hepatoxicidade celular e o seu desenvolvimento foi
descontinuado. Posteriormente, a lovastatina, tida como um metabdlito mais ativo, foi
isolada a partir do fungo Aspergillus terreus. Comparativamente, lovastatina mostrou-se
mais potente ao inibir o precursor HMG Co-A, com Ki de 0,6 nM e ndo induziu
hepatoxicidade celular nos estudos experimentais com ratos. Assim sendo, lovastatina
tornou-se a primeira estatina aprovada como agente atuante na hipercolesterolemia para
ser usado em tratamentos clinicos em humanos (ALBERTS, 1990; LOPEZT et al., 1980).
A partir disso, inUmeras outras estatinas, naturais ou quimicamente sintetizadas,
tornaram-se comercialmente disponiveis, tais como pravastatina, sinvastatina,
atorvastatina, cerivastatina e, mais recentemente, pitavastatina e rosuvastatina, alvo do
presente estudo (LIAO; LAUFS, 2005; ZHOU, QIAN; LIAO, 2010).

As estatinas atuam a partir da inibicdo metabdlica de HMG Co-A redutase,
reduzindo a sintese de colesterol e, consequentemente, da isoprenilacdo de diversas
proteinas (LIAO; LAUFS, 2005). Todas as estatinas possuem estruturas similares a
porcdo 3-hydroxy-3- methylglutarate de HMG Co-A, assim sendo, ocupam o sitio que
essa molécula ocuparia na enzima HMGR (ISTVAN et al., 2016) (Figura 6). As estatinas
nao interferem na ligacdo de HMGR com a enzima NADPH (ISTVAN; LOUIS, 2002). O
restante da molécula das estatinas possui um carater rigido, hidrofébico e altamente
variavel. Dentre as estatinas, as sintéticas, tais como atorvastatina e rosuvastatina, séo
as gque apresentam habilidade de fazer maiores quantidades de interacées com HMGR
(ISTVAN et al., 2016).

No figado, a enzima limitante para a biossintese de colesterol € a HMG Co-A
redutase (HMGR), que catalisa a reacdo de desacetilacdo de HMG Co-A em mevalonato
(RODWELL et al., 1976). Além disso, HMGR é requerido na sintese de isoprendides.
Montados a partir de intermediarios da via de biossintese de esteréis, tais como IPP

(isopentenyl pyrophosphate) e DMAPP (dimethylallyl pyrophosphate), os isoprendides
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sao precursores de proteinas preniladas, entre outros (Figura 7). Altamente conservada
em eucariotos, procariotos e arque bactérias, a enzima HMGR possui sequéncias
homologas dentre esses grupos e pode ser dividida em duas classes. A HMGR de classe
1, por exemplo, utiliza a enzima NADPH como doadora de elétrons e € mais comum em
humanos (ISTVAN, 2001).
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Figura 6: Estrutura quimica das diferentes estatinas e de HMG Co-A. A) As estatinas podem ser
classificadas em inibidores nao sintéticos ou naturais de HMG Co-A redutase (compactina/mevastatina e
simvastatina) ou, ainda, em inibidores sintéticos (fluvastatina, cerivastatina, atorvastatina e rosuvastatina).
Elas ainda podem variar quanto ao carater hidrofébico (cerivastatina > rosuvastatina, que é parcialmente
hidrofébica). B) Estrutura de HMG Co-A como referéncia. ISTVAN; LOUIS, 2002.

As estatinas sdo ainda classificadas e ranqueadas quanto a sua poténcia no que
se diz respeito a inibicio de HMG Co-A redutase. Dentre as estatinas de segunda
geracdo, o ranking de poténcia € de simvastatina > pravastatina > lovastatina =
mevastatina. Os valores de IC50 observado em humanos (50% inhibitory concentration),
valor que corresponde a sua poténcia, de simvastatina e mevastatina sdo de 4 nM e 20
nM, respectivamente (BLUM, 1994; DANSETTE; JAOEN; PONS, 2000) (Figura 6). Por
outro lado, as estatinas sintéticas de terceira geracdo quando comparadas com

mevastatina, S&4o muito mais potentes. As estatinas mais recentes partilham de algumas
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propriedades fisico-quimicas, tais como uma maior meia-vida e carater lipofilico
(MCTAGGART et al.,, 2001). Consequentemente, algumas estatinas, em especial
atorvastatina, pitavastatina e rosuvastatina, demonstram ser mais efetivas no controle
dos niveis de colesterolemia (LIAO; LAUFS, 2005). O carater lipofilico confere a esses
farmacos a habilidade de atravessar com maestria as células endoteliais a partir de
difusdo passiva, como é o caso de simvastatina, quando comparado com estatinas de

carater mais hidrofilico, como rosuvastatina, por exemplo.
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/' Pirofosfato de isopentenilo + Pirofosfato de dimetilalilo
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HMG-CoA Reductase Pirofosfato de geranilo + Pirofosfato de isopentenilo

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA l
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I
I RhoA
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Colesterol Cdca2

Figura 6: A acéo biologica de isoprenoides. As estatinas inibem a atividade de 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A (HMG Co-A) redutase e, consequentemente, a diminuicdo da isoprenilagdo das
moléculas de sinalizacdo intracelular, tais como RhoA, Racl e Cdc42. Adaptado de ZHOU, QIAN; LIAO,
2010.
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Entretanto, o caréter lipofilico ndo implica diretamente em efeitos extra-hepaticos
em modelos animais ou humanos. Outros mecanismos estdo envolvidos na habilidade
de estatinas de carater mais hidrofilico de exercer efeitos extra-hepaticos, tais como o
OATP-C, um transportador de anions presente no figado que permite que esses farmacos
sejam internalizados nos hepatécitos (CORSINI et al., 1999; LIAO; LAUFS, 2005). As
estatinas que possuem um carater mais lipofilico, comumente penetram a membrana
celular, contudo, as estatinas que possuem um carater mais hidrofilico, como é o caso
da rosuvastatina, sdo transportadas por meio da BHE através de multiplos
transportadores ou, até mesmo, por meio da ligacdo a transportadores de cassetes de
ligacdo ao ATP (ABC efflux transporters), um grupo de proteinas transmembrana que
garante o efluxo de substancias enddégenas e/ou xenobioticos, que garantem o efluxo
desse farmaco nas células da microglia (FEHER et al., 2015; GIBSON et al., 2012).

Rosuvastatina, formalmente conhecida como ZD4522, € a mais nova inibidora de
HMG Co-A redutase e, comparativamente, exibe um carater relativamente mais
hidrofilico tal como a pravastatina, por exemplo. Além disso, exibe a capacidade inibitoria
da biossintese de colesterol mais efetiva dentre as estatinas, bem como a capacidade de
alteracdo do perfil HDL (high-density lipoprotein) (MCTAGGART et al., 2001). Estudos
demonstram que tanto em hepatdcitos humanos quanto murinos, rosuvastatina mostrou-
se um inibidor farmacol6gico mais potente. No caso de hepatécitos murinos, foi capaz de
atuar cinco vezes mais efetivamente quando comparada com outras cinco estatinas,
exibindo uma poténcia significativamente maior (FEHER et al., 2015; MCTAGGART et
al., 2001). Em humanos, a partir do estudo envolvendo o dominio catalitico purificado da
enzima, rosuvastatina mostrou-se mais potente do que outras estatinas submetidas a
mesma condi¢ao, com valores de IC50 de 5,4 nM e sua poténcia foi oito vezes maior do
gue a poténcia apresentada pela pravastatina (MCTAGGART et al., 2001).

No que diz respeito a sua atividade de inibicdo enzimatica ao competir pelo sitio
de HMG-CoA, rosuvastatina € capaz de garantir uma inibicdo reversivel, porém eficaz.
Rosuvastatina exibiu alta afinidade para o sitio ativo de HMGR em um estudo envolvendo
dominios da enzima humana, com Ki de 0,1 nM, que € a constante de dissociacédo do
farmaco. A atividade de rosuvastatina também foi avaliada quanto a sua farmacocinética.
Estudos, realizadas em humanos, demonstraram que doses orais de 5-80 mg/kg

exibiram, de forma linear, concentragcdo maxima no plasma. Além disso, a meia-vida
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deste farmaco foi de, aproximadamente, 20h. Sendo assim, rosuvastatina demonstra ter
potencial para exercer efeito substancial em lipoproteinas e nos danos que geram
(MCTAGGART et al., 2001).

3.10 papel das estatinas na neuroinflamacao

Estatinas sdo drogas de uso clinico para o tratamento de hipercolesterolemia
(TAYLOR, F et al., 2013). Os efeitos benéficos das estatinas em desordens neurolégicas
agudas e cronicas resultadas a partir de injuria pos-traumatica cerebral e/ou isquemia
sdo associados com suas acdes pleitrépicas desempenhadas no cérebro (STUVE et al.,
2003). As estatinas inibem metabolicamente a HMG Co-A redutase, reduzindo a sintese
de colesterol. Além disso, reduzem a isoprenilacdo de pequenas GTPases como Rho,
Ras e Rac, causando mudancas na organizacéo do citoesqueleto, adesao de quimiocinas
circulantes, mecanismo de endocitose, sinalizacdo de receptores, progressado do ciclo
celular e expresséo génica, por exemplo (LIAO; LAUFS, 2005).

As pequenas GTPases sao proteinas que atuam como “interruptores” moleculares.
Essas proteinas podem apresentar-se em um estado dito ativado ou néo ativado, onde
estdo ligadas a molécula de guanosina trifosfato (GTP) ou a guanosina difosfato (GDP),
respectivamente. A ligacdo das pequenas GTPases a esses nucleotideos geram
modificacdes conformacionais que as permitem interagir com diversas moléculas
efetoras previamente ativadas ou ndo (CHERFILS; ZEGHOUF, 2013; JOHNSON; CHEN,
2012).

Os fatores de troca de nucleotideo guanina (GEFs) facilitam a dissociacdo de GDP
e permitem o acoplamento de proteinas ativadoras de GTPases (GAPSs) que tem como
funcdo estimular a hidrélise da GTP para que ocorra a ativacdo da proteina. Portanto, o
processo de troca de status molecular das pequenas GTPases é essencialmente
composta por uma GEF e uma GAP. Para algumas GTPases que carregam um grupo
farnesil ou geranilgeranil na sua extremidade C terminal, a alternacdo dos nucleotideos
GDP/GTP € combinada com a alternacdo no citosol/membrana, a qual € mediada por

inibidores de dissociagdo de nucleotideos guanina (GDIs) que formam complexos
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sollveis com pequenas GTPases a partir da blindagem de seus lipideos (CHERFILS;
ZEGHOUF, 2013).

Cada membro da familia GTPase exerce um tipo de funcéo especifica em termos
de morfologia celular, motilidade, secrecao e proliferacdo. A proteina Rho esta associada
a formacao de complexos de adesdo, bem como ao aumento da sensibilidade vascular
ao calcio, o que favorece a vasoconstricdo (AELST; SOUZA-SCHOREY, 1997; HALL,
1994, 2012; UEHATA; ISHIZAKI; SATOH, 1997). Dependente da ativacdo através da
geranilgeranilagéo, a inibicdo de Rho e, consequentemente da proteina downstream Rho-
kinase (ROCK) faz parte do efeito observado na parede vascular a partir do tratamento
com estatinas (LAUFS, ULRICH; ENDRES; et al., 2000; TAKEMOTO; SUN; HIROKI,
2002). Em contrapartida, os principais efeitos mediados pela GTPase Rac consistem em
vias de sinalizacao que séo responsaveis pela modulacéo do citoesqueleto e a geracéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estudos desenvolvidos em animais e também
em humanos demonstram que o tratamento com estatinas € capaz de inibir a ativacédo
de Rac. Em um modelo experimental animal, simvastatina foi responsavel por prevenir o
aumento da pressao arterial induzida por hipertrofia a partir da inibicdo da ativacao de
NADPH e Racl (WASSMANN et al., 2001). Um estudo recente envolvendo a cultura de
células endoteliais de corddo umbilical humano, também aponta para a inibicdo de Racl
a partir do uso de estatinas (RASHID et al., 2009). Uma vez que NO é sequestrado por
ROS, a propriedade antioxidante das estatinas pode contribuir também para a melhora
da funcao endotelial (LIAO; LAUFS, 2005).

Dado seus efeitos pleiotropicos, as estatinas seriam capazes de modular a
neuroinflamacdo e a ativacdo de células da glia, processos que acarretam no
comprometimento neuronal (BARONE et al.,, 2012; COMIM et al., 2012; REIS et al.,
2010), além da melhora da perfusdo sanguinea cerebral (REIS et al., 2012). Estudos
recentes tém relacionado as estatinas com a supressao de citocinas pré-inflamatorias,
tais como IL-1 e TNF-a em casos de isquemia cerebral e danos a medula espinhal
(BALDUINI et al., 2003). Em um estudo realizado por Feher e colaboradores (2015) foi
investigado, a partir de ensaios em cultura de células de microglia, de qual forma
rosuvastatina modularia a acao de citocinas proé e anti-inflamatdérias, considerando efeitos
na morfologia, expressdo de genes e parametros funcionais dessas células. Foi

observado que rosuvastatina nao alterou os perfis basais de citocinas e nem seus niveis
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em cultura, porém, foi capaz de inibir fortemente os niveis das citocinas IL-13 e TNF-a
guando essas ceélulas eram desafiadas com LPS. Além disso, rosuvastatina foi capaz de
exercer um papel anti-inflamatério ao aumentar os niveis de IL-10 na cultura celular
(FEHER et al., 2015).

Em injurias secundarias, incluindo efeitos sobre proteinas beta amiloide, a acdo
das estatinas foram reportadas em modelos experimentais de doenca de Alzheimer e
injaria pos-traumatica, os quais demonstraram os efeitos neuroprotetores de estatinas,
uma vez que o tratamento in vivo e in vitro reduziu a formacdo de proteinas amiloides
(HOGLUND; WALLIN; BLENNOW, 2006). Evidéncias crescentes tém demonstrado que
as estatinas exerceriam efeitos benéficos em doencas neurodegenerativas e
neuroldgicas, como Alzheimer e Parkinson (AHN; CHOI, 2015). A reducéo de proteinas
amiloides mediada pelo tratamento com estatinas tem relag&o direta com a melhora da
perfusdo vascular cerebral (PARIS et al., 2003) e reducgéo do estresse oxidativo no tecido
com consequente reducdo do quadro inflamatério (WANG, QING et al., 2011).

Estudos demonstram a habilidade desempenhada pelas estatinas de aumentar a
expressdo de NOS e sua atividade, contribuindo assim, para a melhora do ténus
cerebrovascular e para o fluxo sanguineo, parametros essenciais para a manutencao da
recuperacdo de casos de injarias teciduais (KUREISHI et al., 2010; LAUFS, U; LIAO,
1998). Em um estudo envolvendo camundongos, o tratamento com estatinas por até duas
semanas foi capaz de aumentar em até 30% o fluxo sanguineo cerebral nesses animais
e também diminuir em até 50% as lesdes de infarto apés a oclusao cerebrovascular
experimental. No grupo de camundongos eNOS-/- ndo foi visto nenhuma alteracéo, o que
demonstra que a regulacéo da enzima NOS foi essencial para o efeito de neuroprotecéo
nesses animais. De forma interessante, foi observado que o tratamento com estatinas
ndo exerceu efeitos quanto aos niveis de colesterol no plasma dos camundongos,
indicando que o efeito neuroprotetor verificado consiste com uma via independente da
vida do colesterol (ENDERS et al., 1998).

Além disso, as estatinas tém sido relacionadas com a modulacao da ativacao da
resposta imune ao induzir efeitos anti-inflamatérios na parede de vasos sanguineos em
casos de formacao de placas de ateroma (VAUGHAN et al., 2000). A capacidade
imunomodulatoria de estatinas gera a diminuigdo da expressao de P-selectina e adeséo

de leucdcitos em vasos sanguineos, bem como de ICAM-1, E-selectina e VCAM-1
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(RASMUSSEN et al., 2001; REZAIE-MAJD et al., 2003; SCALIA et al., 2001). Estudos
envolvendo um modelo experimental de isquemia cardiaca e posterior reperfusao,
demonstram que a atenuacdo de P-selectina ocorre por meio da regulacdo de NO
(SCALIA et al., 2001). Tal efeito benéfico pode impactar a severidade de uma isquemia
cerebral, por exemplo e de casos de MC.

Sabe-se que as plaquetas desempenham um papel crucial em sindromes
coronarianas agudas, bem como em doencas neurodegenerativas. Elas sdo associadas
com a formacao de trombos e injdria vascular. Estudos clinicos tém mostrado um perfil
pré-coagulante em pacientes com MC, os quais exibem deficiéncia na agregacdo,
favorecendo a coagulopatia associada a malaria. (HEYDE et al., 2006). A diminuicédo de
trombos pelas estatinas pode ser associada com um mecanismo independente da via da
biossintese de colesterol, a partir da inducado de eNOS nas plaquetas, o que culminaria
na diminuicdo da ativacdo dessas células (HARAMAKI et al., 2007; LAUFS, ULRICH,;
GERTZ; et al., 2000). Outros estudos relacionam a rosuvastatina com a diminuicdo da
expressdo de PAI-1 (plasminogen activator inhibitory 1) e o aumento da expressao de t-
PA (tissue-type plasminogen activator), atraves do envolvimento da geranilgeranilagéo
de Rho (DI et al., 2005). Estudos relacionam a proteina t-PA como sendo crucial na
clivagem de BDNF em sua forma madura, importante para a manutencdo do mesmo em
niveis séricos (JIANG et al., 2017). Além disso, as estatinas sdo capazes de inibir o fator
tissular expresso pelos macréfagos, reduzindo o potencial de formacao de trombos na
parede vascular (AIKAWA et al., 2001).

Uma importante consideracdo acerca de estudos envolvendo a terapia a base de
estatina € o potencial de efeitos adversos resultante do uso cronico dessa droga sobre
0s niveis de colesterol cerebrais, como, por exemplo, a possibilidade de tratamento
profilatico a base de estatinas para pacientes com alto risco de injdrias cerebrais pés-
traumatica (militares, atletas de esportes de alto impacto, por exemplo). Tais
consideracdes sdo de carater exploratorio e necessitam de maior elucidacdo em estudos

gue examinem as consequéncias cronicas desse uso.
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Justificativa

Assim como a MC, muitas outras doengas como acidente vascular cerebral (AVC),
cancer, Parkinson, Alzheimer e até o processo natural de envelhecimento, s&o
conhecidas pelo alto nivel de radicais livres e estresse oxidativo que apresentam.
Estudos sugerem que o estresse oxidativo, bem como o colesterol oxidado podem ser
cruciais para o desenvolvimento da neuroinflamacgédo e também na interacdo com a
hipercolesterolemia periférica, favorecendo alteragées no metabolismo do colesterol em
ambito cerebral (GAMBA et al., 2015). Assim sendo, como forma de combater esses
radicais livres derivados em cadeia no cérebro e possivelmente, reverter os danos
cognitivos gerados, compostos como as estatinas despertam interesse farmacéutico para
um possivel desenvolvimento de um tratamento (AHN; CHOI, 2015; DARWISH et al.,
2014; MAHMOOD et al., 2009).

Dentre as drogas utilizadas atualmente contra a malaria, os antimalaricos
tradicionais, tais como cloroquina, mefloquina e artemisina, por exemplo, ndo séo
completamente capazes de reverter e/ou atuar na progressao do dano cognitivo
acarretado por ela. Nesse contexto e, tendo em vista que o agravante dos casos de
malaria sdo as injarias cerebrais, o estudo e o desenvolvimento de agentes
farmacolégicos que atuem no ambito cerebral € ideal para o controle da mortalidade
causada por essa doenca infecciosa (HIGGINS; KAIN; LILES, 2011; VIANNA, MONICA
R M et al., 2000). A terapia com estatinas foi demonstrada como benéfica em modelos
experimentais de injuria cerebral pés-trauméatica durante a fase aguda/subaguda, as
quais variam de 15 dias a 3 meses) (LIM, SHER WEI et al., 2017; LU et al., 2004;
MAHMOOD et al., 2009; VONDER HAAR et al., 2014; XIE et al., 2015). Ja outros estudos
avaliam o poder da terapia combinada de estatinas com outras drogas, reportando efeitos
sinérgicos resultante de tais combina¢des (DARWISH et al., 2014; MAHMOOD et al.,
2008).

Nosso grupo ja mostrou o efeito benéfico do tratamento com estatinas na reversao
do desenvolvimento da sequela cognitiva associada a malaria e a sepse (REIS et al.,
2012), porém o0s mecanismos de prevencdo desta sequela ainda ndo estdo
completamente compreendidos, principalmente no que concerne o papel de pequenas
GTPases Rho, Ras e Rac, cujo efeito biologico é dependente da

prenilacao/geranilgeranilacdo, que ocorre durante cascata de sintese de colesterol. Desta
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forma, pretendemos neste estudo aprofundar nossa compreensdo do mecanismo da
prevencdo do desenvolvimento da sequela cognitiva apés a MC e 0s mecanismos
associados a esse efeito pleiotropico das estatinas, em especial, neste estudo, da
rosuvastatina, a mais nova inibidora de HMG Co-A redutase, que exibe a capacidade
inibitéria da biossintese de colesterol mais efetiva dentre as estatinas (MCTAGGART et
al., 2001).

Objetivos

1. Obijetivo geral

Este estudo tem como objetivo a avaliacdo do uso da rosuvastatina como
estratégia terapéutica na prevencdo e/ou reversdo das sequelas cognitivas

desencadeadas pelo modelo de malaria cerebral experimental (MCE).

2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito do tratamento com rosuvastatina frente a MCE no que concerne ao(s):
Eventos associados a neuroinflamagao:

e Avaliacdo da integridade da BHE;

e Producao de citocinas pré-inflamatorias, bem como de ROS e RNS;

e Ativagdo da microglia e astrocitos;

e Alteracdes nas pequenas GTPases.

Fendmenos que caracterizam disfungéo neuronal:
e Quantificacao de proteinas pré e pos-sindpticas e vias de sinaliza¢do envolvidas
na consolidacdo da memoria;

e Avaliacdo de marcadores de neurodegeneracao.

Desenvolvimento da sequela cognitiva:
e Avaliagdo do dano cognitivo através de analises comportamentais envolvendo
memoria espacial e aversiva.
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Material e métodos

1. Animais

Foram utilizados de 5 a 10 camundongos machos da linhagem C57BL/6 por grupo
experimental, com peso entre 18 e 20 gramas e idade de 3 a 4 semanas, 0s quais foram
fornecidos pelo Biotério Central da FIOCRUZ/ ICTB sob licenga CEUA L-025/15. Durante
0S experimentos, os animais foram mantidos no Centro de Experimentacdo Animal do
Pavilhdo Ozorio de Almeida ou do Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira (HPP), ambos do
Instituto Oswaldo Cruz. Os animais foram alocados em gaiolas plasticas de
microisoladores ventilados, em temperatura ambiente, com livre acesso a racao e agua

e em ciclo claro/escuro de 12/12 horas.

2. Manutencao das cepas e infeccdo dos animais

A cepa de Plasmodium beghei ANKA (PbA) foi mantida através da coleta de
sangue de camundongos machos da linhagem C57BL/6, com peso entre 18 e 20 gramas
e idade de 3 a 4 semanas, doadores com aproximadamente 10% de parasitemia e
congelada em nitrogénio liquido, apds centrifugacdo e substituicdo do plasma pela
solucdo de congelamento. O sangue foi coletado e centrifugado a 2500 rpm por 15
minutos para separar as hemacias do plasma. Posteriormente, foi substituido por uma
solugdo tamponada de glicerolito para que o sangue pudesse ser congelado. Para os
experimentos, sangue foi coletado de camundongos com 10% de parasitemia,
denominados animais passagem, e foi utilizado na infeccdo do grupo experimental. Em
cada animal foram inoculados intraperitonealmente 0,2 ml de uma suspensao contendo
108 heméacias parasitadas diluidas em PBS. Para o grupo controle, os animais foram
infectados com 10® heméacias nédo parasitadas diluidas em PBS.
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3. Avaliacdo da parasitemia

No sexto dia de infeccdo, foi feito um pequeno corte na ponta do rabo dos
camundongos para a coleta de uma gota de sangue, afim de avaliar a parasitemia desses
animais. O sangue foi colocado em laminas foscas lapidadas proprias para a realizacao
de esfregagcos sanguineos, as quais foram posteriormente coradas através do kit
Panotico Rapido. As laminas coradas foram levadas a um microscopio 6ptico sob 6leo

de imersdo em aumento de 100 x para a contagem da parasitemia dos animais.

4. Avaliacdo do escore clinico de gravidade da doenca

No sexto dia de infeccdo os camundongos tiveram a evolucao da doenca avaliada
clinicamente pelo escore de gravidade de malaria, derivado do protocolo SHIRPA
(SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College and Royal London Hospital Phenotype
Assessment) (ROGERS et al., 1997). Nesse teste sdo avaliados parametros fisicos e
comportamentais indicadores da gravidade. S&o eles a auséncia ou presenca de
piloerecao, corpo arqueado, lacrimacao, forca, andar vacilante, convulsdes, paralisia de
patas, estado presente ou ausente de coma, alteracao na taxa de respiracéo, alteracao
nos batimentos cardiacos, alteracédo da temperatura corporal, presenca ou auséncia do
fechamento de palpebras, interesse pelo ambiente, escape ou ndo ao toque e perda ou
nao de ténus corporal, abdominal e de membros. Se o parametro em questao se mostrar
presente no animal, ele acumula 1 ponto no escore total, porém, se o parametro for
ausente, ele assume valor 0. A partir de 4 pontos no escore total, a malaria jA assume
gravidade o suficiente para ter atingido tecidos cerebrais com possivel comprometimento
neuroldgico, ou seja, o animal apresenta um quadro de MC . O controle também foi
avaliado de modo a confirmar a auséncia de interferéncias externas no experimento.
(REIS et al., 2012).
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5. Grupos experimentais e tratamento

Os camundongos da linhagem C57BL/6 infectados ou néo foram divididos em 3
grupos experimentais da seguinte forma: 1 grupo néo infectado tratado com salina (RBC),
1 grupo infectado tratado com salina (PbA) e 1 grupo infectado tratado com rosuvastatina
(PbA + Rosu). A partir dos primeiros sinais de MC, o tratamento foi realizado e perdurou
por mais 7 dias.

A fim de avaliar a reversdo do desenvolvimento do dano cognitivo, aos animais foi
administrada a droga de interesse rosuvastatina (10, 20 e 40 mg/kg via intragastrica). Os
animais foram pesados em balanca analitica e em seguida fez-se uma solucdo de
rosuvastatina diluida em PBS nas doses de 10 a 40 mg/kg de peso corporal. Foram
administrados 200 pL da solucdo via intragastrica utilizando uma agulha curva de
gavagem de metal com calibre de 22 gauge onde a mesma é presa em uma seringa de
um mililitro e introduzida na boca do animal. Para recuperar os animais dos efeitos
deletérios da maléria, os animais destinados as analises cognitivas foram tratados com o
antimalarico comercial cloroquina (25mg/kg via intragastrica) também utilizando uma
agulha curva de gavagem de metal com calibre de 22 gauge presa em uma seringa de
um mililitro e a introduzindo na boca do animal.

Diferentes grupos de animais, divididos entre os 3 grupos experimentais, foram
eutanasiados nos 6° e 15° dia ap6s a infeccdo para que analises bioquimicas e
moleculares de cérebro total ou regibes de interesse, como coOrtex e hipocampo,

pudessem ser realizadas.

6. Avaliacdo do edema cerebral através de injecao retro-orbital (Ensaio de
Azul de Evans)

Os camundongos da linhagem C57BL/6 infectados ou ndo foram anestesiados por
meio do anestésico inalatério isoflurano (5%). Com o auxilio de uma seringa de 1 mL com
agulha de 27 gauge, foi realizada nesses animais a injecado retro-orbital de 0,2 ml da
solucéo do corante Azul de Evans (2%) diluido em PBS. Apés o intervalo de 1 hora, os
animais foram eutanasiados e a perfusédo extracorpérea com salina foi realizada para a
coleta do tecido cerebral. O material foi colocado em 3 mL de formamida para que o

corante fosse extraido em estufa a 37°C por 24 h. Apos este intervalo, foi determinada
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uma curva padrédo do corante para determinagcdo da concentracdo e a leitura do

experimento foi realizada em espectrofotdmetro, sob o comprimento de onda de 620 nm.

7. Coleta das amostras

7.1Puncao ocular para obtencido de sangue

No sexto dia de infeccdo, os animais foram anestesiados por meio do anestésico
inalatério Isofurano (5%), de modo ja descrito acima. Com o auxilio de uma pin¢a curva o
sangue foi coletado por via ocular, alocado em tubos eppendorf. O sangue foi centrifugado a
2500 rpm em centrifuga clinica por 10 minutos. O soro foi coletado e estocado no freezer -
80°C.

7.2 Perfusao extracorpoérea para obtencdo do tecido cerebral

No sexto dia de infecgéo, por meio do anestésico inalatorio Isofurano (5%), de modo
ja descrito acima. A quantidade utilizada n&o é suficiente para que o animal venha a ébito.
A seguir fez-se uma incisdo na regido peritoneal onde estende-se até a caixa toracica
para expb-la. Foi colocado um escalpe de calibre 21 gauge conectado a salina estéril e
introduziu-se a agulha no ventriculo esquerdo do coracdo do animal. A valvula foi aberta
para que o fluxo de salina fosse incorporado a circulacdo do animal e posteriormente
cortou-se a artéria aorta abdominal. Quando o figado apresentou uma tonalidade bege
claro o fluxo de salina foi interrompido. Apds eutanasia do animal, o cérebro foi retirado
a partir da abertura da caixa craniana com uma tesoura de ponta fina. Retirou-se o
cérebro com o auxilio de uma pinca de relojoeiro. O cérebro total ou as regides cerebrais,
dependendo do ensaio a que tenham se destinado, foram colocadas dentro de tubos para
criopreservacéo e estocados no freezer -80°C e a carcaca do animal dispensada em
sacos de residuos de material bioldgico. Posteriormente o tecido cerebral foi processado

para diversos ensaios.
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8. Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPQ) cerebral

ApGs a perfusdo dos animais, cada hemisfério dos cérebros extraidos foi pesado
de modo que a solugdao de homogeneizacdo (PBS-EDTA 5 uM + Brometo de
cetildimetilamonio 0,5% (HTAB)) pudesse ser feita. Para cada 50 mg de tecido cerebral
100 uL de solucdo de homogeneizacdo foi usada. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4°C por 4000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante das amostras foi
separado e, entdo, centrifugado novamente a 4°C por 1200 rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante final foi coletado e adicionado aos reagentes em placa de fundo curvo para
reacao por 30 minutos a 37°C. 50 uL do sobrenadante de cada amostra foi adicionado a
50 L da solugcdo de homogeneizagéo e 50 yL de solugao de o-dianisidina (0,68 mg/mL)
e incubados por 30 minutos em estufa a 37°C. Apés esse intervalo, foram adicionados
50 L de perodxido de hidrogénio (H202 0,006%) e incubou-se por mais 10 minutos. 200
ML do contetdo que havia na placa foram transferidos para uma nova placa agora com
fundo chato. A leitura do experimento foi realizada em espectrofotbmetro, sob o
comprimento de onda de 460 nm. O calculo foi realizado a partir do valor da

absorvancia/peso das amostras cerebrais.

9. Processamento das amostras cerebrais para 0os ensaios bioquimicos e
moleculares

O tecido cerebral extraido apos a perfusdo dos animais foi processado através de
solucbes de homogeneizacdo préprias para cada ensaio a serem destinados e com
quantidades compativeis para qual fosse a regido cerebral de interesse. As amostras
destinadas ao ensaio imunoenzimatico (ELISA) foram homogeneizados com tampéao de
lise contendo Triton (1%) e inibidor de protease (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail
— Roche) na proporcéo de 1 pastilha a cada 50mL de solu¢do. J& as amostras destinadas
aos ensaios de Western blotting e Dot blot foram homogeneizadas com tampé&o de lise
RIPA (Tris-HCI 50Mm;150 mM de NaCl; Triton 1%; Deoxicolato de Sédio 0,5%; SDS 0,1%,
EDTA 1mM; Ortovanadato de sodio 1mM; pH 7,5-8,0) acrescido de inibidores de protease
(cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail — Roche) e fosfatase (PhosSTOP™ - Sigma

Aldrich), ambos na proporgéo de 1 pastilha a cada 50mL de solucao. Para a regidao do
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cortex cerebral foram utilizados 600uL de solugdo de homogeneizacgéo; para a regidao do

hipocampo, 300 uL e para cada hemisfério cerebral, 500uL.

9.1 Dosagem de proteinas (método BCA)

A dosagem de proteinas foi realizada através do método BCA (Pierce, Thermo
Scientific, EUA). As amostras cerebrais previamente processadas foram diluidas 10 x
numa solugéo de PBS e BHT (hidroxitolueno butilado - butylated hiydroxytoluene) (0,2
%), sendo assim, 10 yL de cada amostra foi adicionado em 90 pL de PBS/BHT. 10uL das
amostras previamente diluidas foram adicionados em placas 96 pocos de fundo chato e,
posteriormente, adicionados 190 uL do reagente disponibilizado no kit pelo fabricante.
Para cada cinquenta partes do reagente A uma parte do reagente B era adicionado. Para
a curva padrao (de 0,01562 a 2 mg/mL), albumina humana disponibilizada no kit pelo
fabricante foi usada e aplicada na placa através de diluicbes seriadas. A placa foi
incubada em estufa a 37°C por 30 minutos e a leitura do experimento foi realizada em

espectrofotometro, sob o comprimento de onda de 562 nm.

10. Dosagem de citocinas através de ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay — ELISA)

A avaliacdo do perfil de citocinas geradas foi realizada através do ensaio
imunoenziméatico ELISA sanduiche a partir do kit R&D dual set. Primeiramente, placas
de 96 pocos de fundo chato em volume reduzido foram incubadas com anticorpos de
captura especificos para cada citocina diluido em PBS (50uL/po¢o) e mantidas a 4°C
overnight seladas com plastco filme. Apds 4 lavagens com solucdo tampéo (PBS
acrescido de Tween® a 0,05%) (100uL/pogo), as placas foram blogueadas com
solucdo de PBS [1x] e 1% de albumina sérica bovina-BSA (Sigma Aldrich) (100
ML/pogo) e incubadas por 1h em temperatura ambiente. Posteriormente, apos 4
lavagens com solucdo tampéo, as amostras do tecido cerebral, soro e curva padrao

foram incubadas (50uL/poco) e mantidas a 4°C overnight seladas com plastico filme .
39



Para a curva padrao, anticorpos recombinantes para as citocinas TNF- a e IFN-y foram
incubados em duplicatas a partir de diluicdo seriada com tampéao de bloqueio acrescido
de Tween® (0,05%). Apos 4 lavagens com solucdo tampao, anticorpos de deteccdo
biotinilados diluido em tampé&o de bloqueio acrescido de Tween® (0,05%) (50uL/poco)
foram adicionados e a placa mantida em temperatura ambiente por 1h. Em seguida,
apos 6 lavagens com solucdo tampéo, a enzima streptavidina-peroxidase (R&D dual
set) (50 uL/poco) foi adicionada e a placa mantida em temperatura ambiente por 30
minutos no escuro. Novamente, apds 8 lavagens com solucdo tampao, a solucao de
substrato 3,3-5,5" Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma Aldrich) foi adicionada e a placa
incubada por 15 minutos. A solucéo de parada da reacdo (H2SO4 2N) (50uL/poco) foi
adicionada ao final do tempo de incubacéo. A leitura do experimento foi realizada em

espectrofotometro, sob o comprimento de onda de 405nm.

11. Western blotting (WB)

Apés a dosagem de proteinas realizada através do método BCA, como descrito
previamente, as amostras foram preparadas para o ensaio através da diluicdo em tampéao
apropriado para amostra na proporcao de 1:1 de modo que a concentracao final de proteinas
em cada poco do gel fosse igual a 50 ug/ 15ul (7,5 pL de amostra diluida em agua Milli-Q®
+ 7,5 uL de tampao de amostra a base de -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 ul do padrao
de peso molecular (RAINBOW Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences). Em seguida, as
amostras foram submetidas a corrida de eletroforese (em gel de poliacrilamida 12-15%) com
a aplicacdo de 110 V por duas horas e em seguida, foi feita a transferéncia para membrana
de nitrocelulose (Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences, EUA), utilizando tamp&o de
transferéncia Tris-Glicina (Tris 25mM; Glicina 190 mM; pH 8,3) acrescido de metanol (20 %).
A transferéncia foi realizada a 400 A por 120 minutos em sistema molhado. Apés a
transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h com solugdo bloqueio (Albumina Sérica
Bovina — Bovin Serum Albumin) a 5% diluida em TBS (Tris 10mM; NaCl 150Mm; pH 8,0) e
0,05% Tween®. Posteriormente, foi incubada overnight no escuro com anticorpo primario

especifico para as proteinas de interesse diluido em solucao de bloqueio e TBS Tween® na
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propor¢cdo de 1:1. Para a avaliagdo das células gliais, foram utilizados os anticorpos mouse
anti-GFAP (1:1000, Abcam) e mouse anti-lba-1 (1:500, Abcam). Para a avaliacdo das
Gtpases, foram utilizados os anticorpos rabbit anti-Rac 1 (1:1000, Abcam) e rabbit anti-Rho
(1:2000, Abcam). Para a avaliagdo da funcéo sinaptica, foram utilizados os anticorpos rabbit
anti-PSD-95 (1:1000, Abcam), mouse anti-Sinaptofisina (1:500, Abcam), rabbit anti-pERK 1/2
(1:500, Abcam) e rabbit anti-BDNF (1:500, Abcam). Para a avaliagdo da isoforma neuronal
da enzima NOS, foi utilizado o anticorpo rabbit anti-nNOS (1:500, Abcam). As proteinas de
interesse foram identificadas pela incubacdo da membrana por meia hora, com os anticorpos
secundarios (goat anti-rabbit IgG e goat anti-mouse IgG - Li-Cor, Biociences) diluidos em
TBS Tween®. As membranas foram escaneadas e a deteccdo das bandas foi feita através

da densitometria com auxilio do software Odyssey Infrared Imaging system®.

12. Dot blot (DB)

Apés a dosagem de proteinas realizada através do método BCA, como descrito
previamente, as amostras foram preparadas para o ensaio através da diluicdo em agua Milli-
Q® de modo que a concentragao final de proteinas em cada poco da placa fosse igual a 0,1
Hg/pl.

O ensaio de Dot blot foi realizado com o auxilio do aparato Bio-dot® Microfiltration
Apparatus (Bio-Rad) com 96 pogos seguindo as orientagbes contidas no manual
disponibilizado pelo fabricante. Conforme as instrugbes, o aparato foi montado
juntamente com a membrana de nitrocelulose com poro de 0,45mm (Odyssey system™ - Li-
Cor, Biociences, EUA) previamente permeabilizada por 5 minutos em TBS. Apos a
montagem, a membrana foi novamente hidratada com TBS (100 uL/poco) e a valvula de
vacuo foi ajustada de modo a liberar o fluxo de ar. Posteriormente, as amostras de tecido
cerebral e soro (100 pL/poc¢o), em duplicata, foram incubadas e mantidas por 40 minutos
a temperatura ambiente seladas com plastico flme, de modo que ocorresse a filtracao
passiva através da membrana. Apos esse intervalo, a valvula do aparato foi ajustada de
modo a permitir o vacuo e, com o auxilio de uma bomba de vacuo, as amostras foram
drenadas. O aparato foi removido e a membrana foi incubada por 1 hora com solugao
bloqueio (Albumina Sérica Bovina — Bovin Serum Albumin) a 5% diluida em TBS e 0,05%
Tween®. Posteriormente, foi incubada overnight no escuro com anticorpo primario especifico
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para as proteinas de interesse diluido em solucao de bloqueio e TBS Tween® na proporcao
de 1:1. Para a avaliagdo dos subprodutos da peroxidacao lipidica, foram utilizados os
anticorpos mouse anti-4-HNE (1:1000, Abcam) e mouse anti-Nitrotirosina 3 (1:500, Abcam).
De modo a normalizar as analises, foi utilizado o anticorpo primario mouse anti- 3 actina
(1:10.000, Abcam). As proteinas de interesse foram identificadas pela incubacdo da
membrana por meia hora, com os anticorpos secundarios goat anti-mouse IgG (Li-Cor,
Biociences) diluidos em TBS Tween®. As membranas foram escaneadas e a detec¢do dos
spots foi feita através da densitometria com auxilio do software Odyssey Infrared Imaging

system®.

13. Testes comportamentais

13.1 Freezing

O teste freezing foi realizado com o objetivo de avaliar danos na capacidade
cognitiva associado a resposta ao medo condicionado. Na sessdo treino, 0s
camundongos sao colocados na caixa experimental a explorar por 5 minutos. Apos esse
tempo, recebem um choque de 0,6 mA por 3 segundos e, 30 segundos apos 0 primeiro
choque, os animais sdo submetidos a outro choque de mesma intensidade e duragéo.
Na sessdo teste, os camundongos voltam a caixa experimental sem receber choque e, é
observado, entdo, o tempo em que os animais ficam parados mediante a iminéncia de
um possivel choque. O intervalo entre as sessfes treino e teste é de 24 horas
(IZQUIERDO, IVAN; FURINI; MYSKIW, 2016; RUSTAY; BROWMAN; CURZON, 2008).

13.2 Labirinto Aquético de Morris (Water maze)

O teste Labirinto aquatico de Morris foi utilizado para a avaliacdo cognitiva de
memoria espacial. Durante o ensaio, os animais foram colocados em uma piscina com
diametro de 1,04 m e com altura de 55 cm. A piscina foi dividida em 4 quadrantes, sendo
gue em um deles foi colocada uma plataforma de acrilico com as dimensdes de 13 x 30
x 13 cm submersa. Os animais foram treinados por 4 dias, em sessdes de 60 segundos,

a aprenderem o caminho até a plataforma. O tempo transcorrido até chegada do animal
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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 quadrante em que a mesma
se encontrava foi anotado (MORRIS, 1984).

14. Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados com o programa GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, inc.). Foram realizadas analises descritivas de média, desvio-
padrdo, erro padrdo da média. Para a andlise da sobrevida dos animais foi utilizado o
teste Log-Rank (Mantel Cox). Para as demais andlises foi utilizada a comparacéo entre
as variancias em torno da média dos grupos, feita pelo teste de ANOVA seguido pelo
teste post hoc de Tukey. Foram considerados estatisticamente significativos valores

menores ou iguais a p<0,05.
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Resultados

1. Rosuvastatina ndo foi capaz de diminuir a carga parasitaria dos animais
infectados com PbA e ndo impede o desenvolvimento da MC

No presente estudo, 0 modelo experimental de malaria cerebral em camundongos
machos C57BL/6 infectados com PbA foi utilizado de modo a avaliar o papel do
tratamento com rosuvastatina nos eventos envolvidos na patogénese da MC. Iniciamos
as analises quanto ao escore de gravidade de malaria, protocolo que relaciona
parametros fisicos e comportamentais indicadores da gravidade da doenca; a
parasitemia, realizada a partir de esfregaco sanguineo e avaliada a partir de contagem
em microscopio 6ptico; e da curva de sobrevida, que consistiu no acompanhamento da
mortalidade dos animais. Para tal, os animais foram divididos nos grupos PbA, o controle
infectado; PbA+Rosu, animais infectados e tratados com a dose de 10 mg/kg de
rosuvastatina; e RBC, o controle ndo infectado. Os animais PbA e RBC néo receberam
nenhum tipo de tratamento, e os animais do grupo PbA+Rosu foram tratados a partir dos
primeiros sinais da doencga.

No 6° dia p6s infeccao, os camundongos infectados com PbA exibiram claramente
sinais de maléaria grave. Na Figura 1A, é possivel notar escore de gravidade superior a
4 no 6° dia pés infeccdo, mais especificamente com média de 10,5 entre os animais do
grupo, o qual € indicativo de maléaria grave. Os animais tratados com 10 mg/kg de
rosuvastatina, por sua vez, apresentaram meédia de 4,8 no escore de gravidade,
resultando numa reducao significativa com relacdo aos animais PbA, mas, ainda assim,
0 quadro de malaria grave nao foi comprometido.

O percentual médio de parasitemia dos animais no 6° dia pos infeccdo, como
demonstrado pela Figura 1B, variou em torno de 20%. Dentro de cada grupo, o desvio
padréao foi de +5 entre os animais. Rosuvastatina ndo alterou os niveis de parasitemia
nos animais com relacdo ao grupo PbA. Da mesma forma, como demonstrado pela
Figura 2, o tratamento com rosuvastatina ndo apresentou efeito algum quanto a
mortalidade dos animais. No 6° dia pos infec¢éo, tanto os animais PbA quanto os animais
PDbA tratados com 10 mg/kg de rosuvastatina apresentaram mortalidade mais expressiva,
no qual 40% desses animais morreram. Portanto, essa foi a dose de rosuvastatina

selecionada para o tratamento nas analises seguintes.
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Figura 1. Avaliagc@o do escore de gravidade e da parasitemia de camundongos C57BL/6 infectados
com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com rosuvastatina (PbA+Rosu 10-40
mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina (PbA) ou
tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg), 20 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 20 mg/kg) e
40 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 40 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de malaria grave. Os sintomas clinicos
que caracterizam o estabelecimento de malaria grave (1A) e a parasitemia (1B) foram avaliados apés o 6°
dia de infeccdo. **p<0,01 pelo teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 3
experimentos).
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Figura 2. Avaliagdo da curva de sobrevida dos camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium
berghei Anka (PbA) n&o tratados e tratados com rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos
machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a
10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de malaria grave. O tratamento perdurou
até o fim da andlise da sobrevida dos animais, que foi avaliada até o 8° dia de infeccdo com PbA. Néo
houve diferenga estatistica entre os grupos (Teste Log-Rank Mantel-Cox). (n= 5-10 animais/grupo;
repeticdo de 3 experimentos).
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2. Rosuvastatina a 10 mg/kq reduz a permeabilidade da BHE ocasionada
pela infeccdo com PbA

Uma vez que a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina ndo foi capaz de alterar a
mortalidade dos animais infectados, ndo interferindo no desenvolvimento da maléaria
grave, mas, ainda assim, atenuando significativamente os sintomas relacionados a
doenca, as anadlises seguintes foram realizadas utilizando essa dose previamente
testada.

Ainda no 6° dia po6s infeccdo, foram avaliados aspectos condizentes com a
neuroinflamacéo. A disfuncdo da BHE € um fendbmeno amplamente observado em casos
de MC. A mudanca na estrutura e funcdo da BHE e, consequentemente a sua
permeabilizacdo, € caracteristica da MC tanto observada em humanos como
experimentalmente (BROWN et al., 2001; POH; HOWLAND; GROTENBREG, 2014).
Para tal, foi utilizado o ensaio de Azul de Evan, no qual a partir da injecdo de um corante
que possui afinidade com a albumina circulante (HUNT et al., 2014), o cérebro dos
animais infectados tratados e nao tratados se tornam suscetiveis a analise quanto ao
extravasamento do mesmo. Para o procedimento, os animais infectados com PbA e RBC
nao receberam nenhum tipo de tratamento, salvo os animais do grupo PbA+Rosu que
foram tratados com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina a partir dos primeiros sinais da
doenca.

Como demonstrado pela Figura 3, os animais PbA exibiram maior internalizacédo
do corante para o interior da sua microvasculatura cerebral, com uma O.D. média de 0,84
entre os animais do grupo, em comparacdo com animais RBC, que apresentaram O.D.
média em torno de 0,24 entre os animais do grupo. Ou seja, 0s animais PbA exibiram
uma permeabilidade vascular trés vezes e meia maior do que em comparagdo com 0s
animais RBC. Todavia, o extravasamento do corante foi minimizado, de forma

significativa, a partir do tratamento com 10 mg/kg de rosuvastatina.
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Figura 3. Ensaio de Azul de Evans em camundongos C57BL/6 ndo infectados (RBC), infectados com
Plasmodium berghei Anka (PbA) néo tratados e tratados com rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg).
Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina (PbA) ou tratados com
rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de maléaria grave. O
tratamento perdurou até o 6° dia pés infec¢do, quando a permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BHE) foi avaliada através do ensaio de Azul de Evan. **p<0,01 e ***p<0,001 pelo teste Anova, post hoc
Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).

3. Rosuvastatina diminui os niveis de citocinas pro-inflamatérias no soro e
hipocampo de animais com MC.

A patogénese da MC esté associada, dentre outros fatores, a montagem de resposta
inflamatéria relacionada a presenca do parasita, com alta producdo de citocinas proé-
inflamatérias (DUNST; KAMENA; MATUSCHEWSKI, 2017; HUNT; GRAU, 2006). Tais
citocinas sao criticas para o controle da infecgé@o, porém, a alta producéo e secrecéo das
mesmas esta relacionada a injurias teciduais, sobretudo sequelas cognitivas (HUNT et
al., 2014; HUNT; GRAU, 2006). Sendo assim, uma vez verificado o aumento da

permeabilidade e disfuncdo da BHE causada através do processo infeccioso
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desencadeado pela maléaria grave, o padréao de citocinas no tecido cerebral pode sofrer
modificacdes e favorecer a injaria. Desse modo, ainda no 6° dia pos infec¢ao, avaliamos
a producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IFN-y que desempenham papel
importante na fisiopatologia da MC (HUNT et al., 2014; KINRA, P. AND DUTTA, 2013;
TOSEVSKI et al., 2017).

TNF-a e IFN-y foram avaliadas através do ensaio de ELISA no soro e no
hipocampo dos animais, estrutura cerebral relacionada com os processos de formacéo e
consolidagcdo da memoria. Para isso, os animais infectados com PbA e RBC néo
receberam nenhum tipo de tratamento, salvo os animais do grupo PbA+Rosu que foram
tratados com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina a partir dos primeiros sinais da doenca.

A partir da Figura 4A é possivel notar que os animais PbA apresentaram grande
quantidade de TNF-a a niveis séricos, com uma média de aproximadamente 1,35 ng/ml.
A producéo de TNF-a foi significativamente diferente em comparagdo com a avaliada a
niveis séricos dos animais RBC, que em média, apresentaram 0,2 ng/ml de TNF-a no
soro. A partir do tratamento com rosuvastatina, os niveis de TNF-a foram revertidos
significativamente, onde os animais apresentaram, em média, 0,74 ng/ml no soro dessa
citocina. De forma semelhante, como demonstrado na Figura 4B, os animais PbA
também apresentaram producdo significativamente maior de IFN-y a niveis séricos
guando em comparacdo com o0s animais RBC. No soro de animais PbA, IFN-y
apresentou-se com uma média de 0,74 ng/ml, aumento significativamente diferente em
comparacdo com os animais RBC, os quais exibiram, em média, 0,2 ng/ml de IFN-y.
Contudo, a partir do tratamento com rosuvastatina, a média de IFN-y no soro dos animais
diminuiu significativamente para 0,2 ng/ml.

No hipocampo, como demonstrado pela Figura 4C, é possivel notar um aumento
de, aproximadamente, trés vezes mais dos niveis de TNF-a nos animais PbA quando
comparados com os animais RBC. Porém, o tratamento com rosuvastatina ndo foi capaz
de reverté-lo. Ja na Figura 4D, os niveis aumentados de IFN-y no hipocampo dos animais
PbA, em média de 3,4 ng/ml, apresentaram diferenca significativa quando comparados
com os animais RBC, que exibiram em média 2,8 ng/ml. Nota-se que a média de IFN-y
encontrada dentre os grupos foi bem préxima, mas o desvio padrao foi quase inexistente.
A partir do tratamento com 10 mg/kg de rosuvastatina o quadro foi revertido e os niveis

de IFN-y diminuiram a niveis proximos ao dos animais RBC, com média de 2,4 ng/ml.
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Figura 4. Avaliacdo da producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IFN-y em camundongos
C57BL/6 néo infectados (RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) nao tratados e
tratados com rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados
com PbA e tratados com salina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg)
a partir dos primeiros sinais de maléria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pos infeccdo, quando a
producéo de TNF-a e IFN-y foi avaliada por Elisa no soro (4A e 4B) e no hipocampo (4C e 4D). *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 pelo teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 2

experimentos).
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4. Rosuvastatina diminui a atividade de mieloperoxidase no cérebro de
animais com MC

IFN-y é um importante ativador principalmente de neutrofilos, os leucocitos mais
abundantes na circulagéo. Esses, quando ativados, liberam proteases e mieloperoxidase
(MPO), as quais contribuem para a progresséo da doenca (OTTERDAL et al., 2018). A
mieloperoxidase é uma heme peroxidase presente nos granulos de neutrofilos que auxilia
no combate a patdgenos. Essa enzima atua através da geracdo de espécies oxidantes,
sendo normalmente, benéfica para o organismo. No entanto, estimulos inapropriados
podem levar a geracdo de uma alta quantidade de espécies reativas nos sitios
inflamatorios, o que pode ocasionar danos teciduais.

Sendo assim, ainda no 6° dia pos infeccdo a avaliagdo de MPO foi avaliada no
tecido cerebral total dos animais através de ensaio colorimétrico, de modo a avaliar a
atividade da heme peroxidase frente a alteracdo da dindmica cerebral causada pela
infeccdo com PbA. Para isso, os animais infectados com PbA e RBC nao receberam
nenhum tipo de tratamento, salvo os animais do grupo PbA+Rosu que foram tratados
com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina a partir dos primeiros sinais da doenca.

Como demonstrado pela Figura 5, a infeccdo com PbA gerou uma atividade
significativamente maior de MPO no tecido cerebral dos animais quando comparado com
0s animais nao infectados RBC. Os animais PbA apresentaram, em média, 0,01 nmol/mg
de MPO, enquanto os animais RBC apresentaram, em média, 0,002 nmol/mg. Assim
sendo, a infec¢do por PbA aumentou a atividade de MPO em cinco vezes. O tratamento
com 10 mg/kg de rosuvastatina foi capaz de diminuir significativamente essa atividade a
niveis semelhantes aos observados nos animais RBC, com média de 0,001 nmol/mg

entre os animais do grupo.
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Figura 5. Avaliacéo da atividade de mieloperoxidase em camundongos C57BL/6 ndo infectados
(RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) né&o tratados e tratados com
rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e
tratados com salina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir
dos primeiros sinais de malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pds infeccdo, quando a
atividade de mieloperoxidase foi avaliada no tecido cerebral total. *p<0,05 pelo teste Anova, post hoc
Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).

5. Rosuvastatina é responsavel pela reversdo da microgliose e astrogliose
nesse modelo de MC

O comprometimento da integridade da BHE e a consequente neuroinflamacéo
caracteristica da MC afetam diretamente a dinamica celular cerebral, como por exemplo,
a distribuicdo e propriedades de astrocitos e microglia, células componentes do
parénquima cerebral (HUNT; GRAU, 2006). Além disso, tais células quando ativadas, sdo
responsaveis por alimentar esse processo com a producao de citocinas pré-inflamatorias
e contribuir para o aumento da atividade de MPO, atuando ndo sé para a resposta imune
contra o parasita, como também para a sequela cognitiva (HUNT; GRAU, 2006; RAY;
KATYAL, 2016).

Desse modo, ainda no 6° dia pés infeccdo a avaliacdo das células gliais foi

avaliada no tecido cerebral total dos animais através da técnica de Western Blotting. Para
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iISs0o, os animais infectados com PbA e RBC nao receberam nenhum tipo de tratamento,
salvo os animais do grupo PbA+Rosu que foram tratados com a dose de 10 mg/kg de
rosuvastatina a partir dos primeiros sinais da doenca.

A Figura 6A mostra a expressao da proteina Iba-1 e a Figura 6B, da proteina
GFAP. Essas proteinas caracterizam, respectivamente, a microgliose e a astrogliose. A
microglia € uma célula com importante papel em desordens neurolégicas. Em condi¢cdes
normais a microglia apresenta-se rica em ramificagdes, assumindo um perfil pouco ou néo
ativado. Devido ao processo de neuroinflamacéo caracteristico de patologias neurologicas,
a microglia passa a apresentar sua forma ativa, com perfil pré-inflamatério. Da mesma forma,
0s astrocitos, populacéo de célula glial do SNC, respondem aos insultos teciduais através da
sua forma ativa, também com um perfil pro-inflamatério (GLASS et al., 2010; ISABELLE M.
MEDANA, 1997).

Os animais PbA exibiram maior expressao, significativamente diferente, das
proteinas Iba-1 quando comparados com os animais RBC. Na Figura 6A, é possivel
verificar que a microgliose nos animais PbA é aproximadamente trés vezes maior do que
nos animais RBC, uma vez que apresentaram uma densitometria média de 2,7, enquanto
0s animais RBC apresentaram densitometria média de 0,7. Esse quadro é caracteristico
da patologia de MC. A partir do tratamento com 10 mg/kg de rosuvastatina a ativacéo da
microglia € revertida a niveis semelhantes ao visto nos animais RBC e a densitometria
média entre os animais do grupo é de 0,8.

Com relacdo a astrogliose, a Figura 6B demonstra que os animais PbA também
exibem maior ativacdo dos astrécitos com relacdo aos animais RBC. A infeccdo com PbA
elevou a densitometria de GFAP para, em média, 1,5; ja a densitometria média entre os
animais RBC foi de 0,5. Ainda que o desvio padrao entre os animais PbA tenho sido de
aproximadamente 1, a diferenca com relacdo aos animais RBC foi significativamente
diferente. Contudo, o tratamento com rosuvastatina foi capaz de diminuir essa ativagao

significativamente quando comparado aos animais PbA.
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Figura 6. Avaliacdo da microgliose e astrogliose em camundongos C57BL/6 n&o infectados (RBC),
infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com rosuvastatina
(PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina
(PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de
malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pés infec¢do, quando a expresséo das proteinas lba-1
(6A) e GFAP (6B) foram avaliadas por Western blotting no tecido cerebral total. *p<0,05 e **p<0,01 pelo
teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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De modo a corroborar com os achados quanto a astrogliose, ainda no 6° dia pés
infeccdo o conteudo da proteina S100p foi avaliada no tecido cerebral total dos animais
através ensaio de ELISA. Para esse procedimento, os animais foram submetidos ao
mesmo desenho experimental até entdo.

A Figura 7 mostra os niveis de S100p, proteina ligante de célcio que esta presente
no citoplasma de astrocitos perivasculares (THELIN et al.,, 2016). Além disso, € um
marcador de reatividade glial, uma vez que quantidades expressivas dessa proteina sdo
vistas em pacientes que sofreram algum tipo de trauma cerebral e, até mesmo, em
quadros de malaria grave (INGEBRIGTSEN; ROMNER; KOCK-JENSEN, 2000;
MEDANA; IDRO; NEWTON, 2007; THELIN et al., 2016). E possivel observar que em
animais PbA, S1008 encontra-se duas vezes mais expressa quando comparado com 0s
animais RBC. Essa diferenca € significativamente diferente. Esse quadro foi revertido, de
forma significativa quando comparado com os animais PbA a partir do tratamento com
10 mg/kg de rosuvastatina, que diminui a expressado da proteina a niveis semelhantes

aos observados nos animais RBC.
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Figura 7. Avaliacdo da producdo de S100B em camundongos C57BL/6 ndo infectados (RBC),
infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com rosuvastatina
(PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina
(PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de
malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pos infec¢édo, quando os niveis da proteina S1008 foram
avaliados por Elisa no tecido cerebral total. *p<0,05 pelo teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10
animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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0. Rosuvastatina atua na inibicdo do estresse oxidativo no hipocampo e
coOrtex de animais infectados com PbA

Uma vez que o cenario de neuroinflamacédo e consequente ativacéo de células da
glia sdo frequentemente associados com o0 aumento da neurotoxicidade principalmente
a partir do estresse oxidativo (GLASS et al., 2010), foram avaliados, ainda no 6° dia pos
infecc@o, nas estruturas cerebrais hipocampo e cértex, os subprodutos da peroxidacao
lipidica e da nitrosilacdo de proteinas.

Através da técnica de Dot Blot, foi realizada a marcacéo de Hidroxinonenal (HNE)
e 3-Nitrotirosina (NT-3), subprodutos da peroxidacéao lipidica e nitrosilacdo de proteinas,
respectivamente. Ambos sao marcadores reconhecidos de estresse oxidativo e
caracteristicos da malaria cerebral aguda (SOUZA et al., 2018). Para isso, 0s animais
infectados com PbA e RBC néo receberam nenhum tipo de tratamento, salvo os animais
do grupo PbA+Rosu que foram tratados com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina a partir
dos primeiros sinais da doencga.

A partir da Figura 8A, é possivel observar que a infeccdo com PbA aumentou
aproximadamente o dobro da peroxidacédo lipidica quando em comparacdo com o
apresentado pelos animais RBC. Os animais PbA apresentaram uma densitometria de,
em média, 2,5; jA os animais RBC, 1,3. Entretanto, o tratamento com 10 mg/kg de
rosuvastatina reduziu os niveis de HNE no hipocampo significativamente com relacéo ao
observado nos animais PbA a niveis semelhantes dos animais RBC. Como demonstrado
pela Figura 8B, esse efeito também pode ser observado no cértex desses animais. Em
ambas estruturas cerebrais, é notavel que os animais PbA apresentam maiores niveis de
HNE significativamente diferente dos animais RBC.

De forma semelhante, tanto no hipocampo como no cortex, os animais PbA exibem
maiores niveis de NT-3, significantemente diferente, com relacdo aos animais RBC, € o
demonstrado nas Figuras 9A e 9B, respectivamente. Porém, como mostra a Figura 9B,
a nitrosilagédo de proteinas no cortex dos animais PbA foi aproximadamente duas vezes
maior do que nos animais RBC e o tratamento com 10 mg/kg de rosuvastatina foi capaz

de reduzir os niveis de 3- Nitrotirosina significativamente.
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Figura 8. Avaliacdo da producao de espécies reativas de oxigénio em camundongos C57BL/6 nao
infectados (RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) néo tratados e tratados com
rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e
tratados com salina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos
primeiros sinais de malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pos infec¢do, quando a expressao
da proteina hidroxinonenal (HNE) foi avaliada por Dot blot no hipocampo (7A) e no cortex (7B). *p<0,05
teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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Figura 9. Avaliacdo da producédo de espécies reativas de nitrogénio em camundongos C57BL/6 ndo
infectados (RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) néo tratados e tratados com
rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e
tratados com salina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos
primeiros sinais de malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pés infeccdo, quando a expresséo
da proteina 3-Nitrotirosina (NT-3) foi avaliada por Dot blot no hipocampo (8A) e no cértex (8B). *p<0,05 e
**p<0,01 teste Anova, post hoc Tukey. (n=5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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7. Rosuvastatina diminui os niveis de pRac 1 no hipocampo de animais com
MC

De modo a corroborar com os achados quanto a geracao de estresse oxidativo,
ainda no 6° dia poés infeccdo a marcacgdo para a proteina GTPase Rac 1 foi avaliada na
estrutura cerebral hipocampo dos animais através da técnica de Western Blotting. Para
esse procedimento, os animais infectados com PbA e RBC nao receberam nenhum tipo
de tratamento, salvo os animais do grupo PbA+Rosu que foram tratados com a dose de
10 mg/kg de rosuvastatina a partir dos primeiros sinais da doenca.

A expressao da GTPase Rac 1 foi avaliada tanto na sua forma total quanto na sua
forma ativada fosforilada pRacl. Essa proteina desempenha um papel crucial com
relacéo a geracdo de ROS, uma vez que contribui para a ativacdo e montagem da enzima
NADPH oxidase (WASSMANN et al., 2001).

Como demonstrado pela Figura 10A, a expressao da proteina em sua forma total
nao € diferente entre os grupos de animais, apontando que a infeccdo com PbA ou o
tratamento com rosuvastatina ndo foram capazes de alterar o perfil total dessa proteina.
Porém, a forma ativada, ou seja, fosforilada da GTPase Rac 1 foi avaliada. Como
demonstrado pela Figura 10B, os animais PbA apresentam uma maior expressao de Rac
1 fosforilada, com uma densitometria média de 0,7 entre os animais do grupo,
significativamente diferente em comparacao com 0s animais tratados com rosuvastatina,
0S quais apresentam uma densitometria média de 0,4. Desse modo, a infec¢édo por PbA
pode contribuir para a inducdo de uma maior atividade da enzima NADPH oxidase

através de vias relacionadas a GTPase Rac 1.
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Figura 10. Avaliacdo da expressdo da GTPase Racl em camundongos C57BL/6 n&o infectados
(RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com rosuvastatina
(PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina
(PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de
malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pos infec¢éo, quando a expresséo da proteina Rac 1 em
sua forma total (9A) e na sua forma ativada (9B) foi avaliada por Western blotting no hipocampo. *p<0,05
pelo teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 2 experimentos).
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8. Rosuvastatina diminui a expressao de nNOS no cérebro de animais
infectados com PbA

Sabe-se que o NO tem um papel controverso na patogénese da MC. Ainda que
em condi¢des fisiolégicas normais NO esteja relacionado com a regulagédo do ténus
vascular, em condi¢cfes patoldgicas, RNS que derivam do NO podem contribuir para o
aumento da injuria tecidual, sobretudo quando combinado com ROS (BLOODSWORTH,;
DONNELL; FREEMAN, 2000; GAUT etal., 2002). (GAUT et al., 2002; ISCHIROPOULOS,
1998). A isoforma neuronal de NOS, comumente expressa em células endoteliais,
neurdnios e astrocitos, desempenha papel importante na neurodegeneracdo em casos
de isquemia seguida de reperfusédo (SAVOIA et al., 2011).

Sendo assim, ainda no 6° dia p6s infeccao, a marcacédo para nNOS foi avaliada na
estrutura cerebral total dos animais através da técnica de Western Blotting. Para esse
procedimento, os animais infectados com PbA e RBC néo receberam nenhum tipo de
tratamento, salvo os animais do grupo PbA+Rosu que foram tratados com a dose de 10
mg/kg de rosuvastatina a partir dos primeiros sinais da doenca.

Como demonstrado pela Figura 11, a expressdo de nNOS néo é diferente entre
0s grupos de animais PbA e RBC. Porém, os animais PbA apresentam uma maior
expressdo de nNOS, com uma densitometria média de 0,5 entre os animais do grupo,
significativamente maior em comparacao com 0s animais tratados com rosuvastatina, 0s

quais apresentam uma densitometria média de 0,2.
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Figura 11. Avaliacdo da expressdo de nNOS em camundongos C57BL/6 néo infectados (RBC),
infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) néo tratados e tratados com rosuvastatina
(PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina
(PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de
malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia p6s infec¢do, quando a expressao da proteina nNOS foi
avaliada por Western blotting no tecido cerebral total. *p<0,05 pelo teste Anova, post hoc Tukey. (n=5-10
animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).

9. Rosuvastatina tem efeito neuroprotetor no modelo de MC experimental

As células neuronais sdo muito frageis em relacdo ao dano causado por radicais
livres (HUNT; GRAU, 2006). Assim, a vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo é
manifestada, entre outros aspectos, pela deterioragdo das habilidades motoras e
cognitivas, ou seja, a neurodegeneracao (BIESALSKI, 2002). A MC exerce influéncia na
habilidade de cogni¢cédo do cérebro, afetando vias que sdo essenciais para processos de
aprendizagem e memorizacao (VIANNA, M R et al., 2000).

Sendo assim, ainda no 6° dia pés infecgéo, a proteina quinase regulada por sinais
extracelulares 1/2 (Erk 1/2) que esta amplamente envolvida na regulacdo de fungdes
neuronais em individuos saudaveis ou acometidos por condi¢cdes neurodegenerativas
(AMATO; PERRONE-CAPANO; PORZIO, 2003) foi avaliada.

61



A marcacao para a proteina ERK1/2 foi avaliada na estrutura cerebral hipocampo
dos animais atraves da técnica de Western Blotting. Para esse procedimento, os animais
infectados com PbA e RBC néo receberam nenhum tipo de tratamento, salvo os animais
do grupo PbA+Rosu que foram tratados com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina a partir
dos primeiros sinais da doencga.

A expresséao dessa quinase foi avaliada em sua forma fosforilada, ou seja, ativada.
Como demonstrado pela Figura 12, os animais PbA apresentaram maior expressao das
proteinas quinases ERK 1/2, quando comparados com os animais RBC. Desse modo, a
neurodegeneracdo é ocasionada pela infeccdo por PbA. Foi visto que os animais PbA
apresentam uma maior expressao de ERK 1/2 fosforilada, com uma densitometria média
de 5 entre os animais do grupo, significativamente diferente em comparacdo com 0s
animais tratados com rosuvastatina, os quais apresentam uma densitometria média de
2,5, demonstrando que o tratamento com rosuvastatina foi capaz de reverter a expressao
de ERK 1/2 pela metade.

%]
Hipocampo oY
** * qg""' n§- %:}
67 : X | & O £
©
= | p-Erk 1/2 [=— == ——
< 47
a B - Actina a— S
«
—
x 2
H
o
0- T
< v O
® <° N
\)NQ
D
XQ.O
"

Figura 12. Avaliacdo da expresséo de p-Erk 1/2 em camundongos C57BL/6 n&o infectados (RBC),
infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com rosuvastatina
(PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com salina
(PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de
malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia pés infeccao, quando a expressao da proteina fosforilada
Erk 1/2 foi avaliada por Western blotting no tecido cerebral total. *p<0,05 e **p<0,01 pelo teste Anova, post
hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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10. No hipocampo, rosuvastatina normaliza os niveis de proteinas pré e pds-
sinapticas na MC

Frente a quadros de doencas de carater neurodegenerativo hd a perda de
sinapses, bem como a redug¢do dos marcadores sinapticos, 0 que estd intimamente
associado com o dano cognitivo gerado nessas patologias (YUKI et al.,, 2014). O
remodelamento da plasticidade sinaptica é diretamente associado a processos que
culminam na consolidacdo da memoria. Sendo assim, tendo em vista o cenério de
neurodegeneracdo causado a partir do quadro de MC, a avaliacdo das proteinas
sinapticas foi realizada com o objetivo de investigar de que forma esse processo estaria
afetando a plasticidade sinaptica nos animais infectados e como o tratamento com
rosuvastatina influenciaria.

Através da técnica de Western Blotting, foi realizada a marcacdo de PSD-95 e
Sinaptofisina, proteinas pré e pdés-sinpticas, respectivamente. Para isso, 0s animais
infectados com PbA e RBC néo receberam nenhum tipo de tratamento, salvo os animais
do grupo PbA+Rosu que foram tratados com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina a partir
dos primeiros sinais da doencga.

Como demonstrado na Figura 13, em um quadro de MC aguda, o hipocampo dos
animais PbA apresentam maior expressao dessas proteinas significativamente diferente
dos animais tratados com rosuvastatina. Na Figura 13A, é possivel observar que a
infeccdo com PbA aumentou a expressao de Sinaptofisina no hipocampo dos animais
com relacdo aos animais RBC. Porém, a partir do tratamento com rosuvastatina, a
expressédo foi reduzida a niveis semelhantes ao dos animais RBC. Na Figura 13B, o

tratamento com rosuvastatina reduziu significativamente a expresséo de PSD-95.
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Figura 13. Avaliacdo da expressao das proteinas pré e pds-singpticas em camundongos C57BL/6
ndo infectados (RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com
rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e
tratados com salina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. (PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos
primeiros sinais de malaria grave. O tratamento perdurou até o 6° dia p0s infec¢do, quando a expressao
das proteinas pré-sinaptica sinaptofisina (11A) e pds-sinaptica PSD-95 (11B) foram avaliadas por Western
blotting no hipocampo. *p<0,05 pelo teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticédo de 3
experimentos).
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11. A terapia combinada do antimalarico com rosuvastatina evita o
comprometimento da cognicado dos animais com MC

As injurias causadas no cérebro pelas reacfes inflamatérias inerentes da
fisiopatologia da MC resultam em sequelas cognitivas. A administracdo de antimalaricos
durante o curso da doenca nao contribui para que as sequelas cognitivas sejam evitadas
nem tdo pouco amenizadas (BANGIRANA et al., 2011; CARTER et al., 2005), muitas
vezes se desenvolvendo em longo prazo e com carater permanente (HIGGINS; KAIN;
LILES, 2011). Desse modo, testes comportamentais que avaliam a capacidade cognitiva
foram realizados nos animais apdés a recuperacao do quadro de MC.

Para esse procedimento, um novo grupo de animais foi dividido nos grupos
experimentais de PbA, o controle infectado; PbA+Rosu, animais infectados e tratados
com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina; RBC, o controle nédo infectado; e RBC+Rosu,
o controle infectado tratado com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina. Todos 0s animais,
infectados ou néo, foram tratados também com o antimalarico cloroquina, de modo a
preserva-lhes a sobrevida. Os tratamentos, seja com o antimalarico ou rosuvastatina,
iniciaram-se a partir dos primeiros sinais da doencga e perduraram 7 dias. Os testes foram
realizados no 15° dia pds infeccao. Ao final dos testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados e o seu tecido cerebral coletado para andlise.

A partir do teste comportamental de congelamento condicionado, também
conhecido como freezing, é possivel avaliar a memoria aversiva e contextual desses
animais. A Figura 14 demonstra que a laténcia apresentada no dia do teste dos animais
RBC é significativamente superior a laténcia apresentada pelos animais PbA tratados
somente com o antimalérico cloroquina, sugerindo que a doenca acarreta de fato na
disfuncéo cognitiva. Por outro lado, o tratamento com rosuvastatina € suficiente para a
reversdo e/ou prevencdo dessa disfuncdo, uma vez que o tempo de laténcia é
significativamente superior nos animais PbA tratados com rosuvastatina quando
comparado com os animais PbA.

A Figura 15A demonstra a curva de aprendizado dos animais pelo teste cognitivo
Labirinto aquatico de Morris (Water maze). E observado que os animais submetidos a
infeccdo com PbA tém um comprometimento da sua capacidade de aprendizado. No
entanto, animais PbA tratados com rosuvastatina tém desempenho similar aos animais

RBC e ndo apresentam a perda dessa capacidade, sugerindo que o tratamento com
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rosuvastatina confere protecdo quanto as fungbes cognitivas durante a infec¢do. Ja a
Figura 15B exibe o que foi observado no quarto dia de experimento com 0s animais,
relacionando o tempo de chegada dos mesmos até a plataforma. E possivel observar
que, comparativamente, os animais PbA levam significativamente mais tempo do que os
demais grupos para alcancar a devida plataforma.

A Figura 15C, portanto, demonstra quanto tempo 0s animais permanecem
nadando em torno do local da plataforma depois que a mesma ¢é retirada. E esperado
que os animais saudaveis e que se recordam da localizacdo, permanecam pairando em
torno do local em que a plataforma estava. Assim sendo, é possivel observar que a
permanéncia no local da plataforma apresentada no quinto dia do teste dos animais PbA
€ significativamente inferior & apresentada pelos animais RBC e PbA tratados com
rosuvastatina, sugerindo que a doenga acarreta de fato na disfungéo cognitiva e que o

tratamento com rosuvastatina € suficiente para a reversdo e/ou prevencdo dessa

disfuncéo.
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Figura 14. Avaliacdo da memdria aversiva de camundongos C57BL/6 nao infectados (RBC),
infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com rosuvastatina
(PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e tratados com o
antimalarico cloroquina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. em conjunto com cloroquina
(PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de malaria grave. O tratamento perdurou até o 11° dia
pos infeccdo, totalizando 7 dias de tratamento, quando a memdria aversiva foi avaliada através do teste
comportamental de congelamento condicionado (Freezing) apds o 15° dia de infeccdo com PbA. *p<0,05
e **p<0,01pelo teste Anova, post hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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Figura 15. Avaliacdo da memdria espacial de camundongos C57BL/6 néo infectados néo tratados
(RBC) e tratados (RBC+Rosu 10 mg/kg); infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) néo
tratados e tratados com rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram
infectados com PbA e tratados com o antimalarico cloroquina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10
mg/kg v.i. em conjunto com cloroquina(PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de malaria grave,
ndo infectados tratados com salina (RBC) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. em conjunto com
cloroquina (RBC+Rosu). O tratamento perdurou até o 11° dia po6s infecgdo, totalizando 7 dias de
tratamento, quando a memdria espacial foi avaliada através do teste comportamental labirinto aquético de
Morris (Water maze) apds o 15° dia de infecgdo com PbA. *p<0,05 e **p<0,01pelo 01pelo teste Anova, post
hoc Tukey. (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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12. 15 dias apds a infeccdo com PbA os niveis das proteinas pré e pés-
sinapticas retornam a seu estado basal no cérebro dos animais

Em um contexto de MC ja resolvida, foram avaliadas a expresséo das proteinas
singpticas PSD-95 e Sinaptofisina na estrutura cerebral hipocampo dos animais a partir
da técnica de Western Blotting. Para esse procedimento, os animais do grupo PbA+Rosu
foram tratados com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina e, assim como 0S animais
infectados com PbA e RBC, foram tratados adicionalmente com o antimalarico
cloroquina. Os tratamentos, seja com 0 antimalarico ou rosuvastatina, iniciaram-se a
partir dos primeiros sinais da doenca e perduraram 7 dias.

A Figura 16 demonstra a expressao de ambas proteinas ap6s 15 dias de infeccéo.
Diferentemente do observado a partir dos dados que relaciona a avaliacdo dessas
mesmas proteinas sinapticas em um quadro de MC aguda, ou seja, no 6° dia pos
infeccdo, no atual cenario de MC resolvida o hipocampo dos animais PbA ndo apresenta
maior expressao dessas proteinas significativamente diferente dos animais tratados com
rosuvastatina ou com relacéo aos animais RBC. Na Figura 16A, é possivel observar que
a média de densitometria para Sinaptofisina dentre os animais dos grupos RBC, PbA e
PbA tratados com rosuvastatina sdo de, em média, 0,02.

Ja na Figura 16B, é possivel observar que a densitometria média entre todos os
grupos para a expressdao de PSD-95 é de 0,3. Ambas as proteinas sindpticas
apresentaram densitometria média muito similares, indicando que a condic¢éo fisiol6gica
pos patologia pode ter sido restaurada no aspecto sinaptico, ainda que o dano cognitivo

tenha sido observado na realizacédo dos testes comportamentais.
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Figura 16. Avaliacdo da expressao das proteinas pré e pds-singpticas em camundongos C57BL/6
ndo infectados (RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com
rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e
tratados com o antimalarico cloroquina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. em conjunto
com cloroquina(PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de malaria grave. O tratamento perdurou
até o 11° dia pOs infeccao, totalizando 7 dias de tratamento, quando a expressado das proteinas pré-
sinaptica sinaptofisina (14A) e pds-sinaptica PSD-95 (14B) foram avaliadas por Western blotting apés o
15° dia de infec¢céo com PbA no hipocampo. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos (teste Anova,
post hoc Tukey). (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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13. Animais infectados e tratados com antimalérico e rosuvastatina exibem
niveis basais de Rac 1 apods 15 dias

Também no contexto de MC j& resolvida, foi avaliada a expressdo da proteina
GTPase Rac 1 na estrutura cerebral hipocampo dos animais a partir da técnica de
Western Blotting. Para esse procedimento, os animais do grupo PbA+Rosu foram
tratados com a dose de 10 mg/kg de rosuvastatina e, assim como 0s animais infectados
com PbA e RBC, foram tratados adicionalmente com o antimalérico cloroquina. Os
tratamentos, seja com o antimalarico ou rosuvastatina, iniciaram-se a partir dos primeiros
sinais da doenca e perduraram 7 dias.

A expressao da GTPase Rac 1 foi avaliada na sua forma total quanto na sua forma
ativada fosforilada pRacl. Como demonstrado pela Figura 17A, a expressao da proteina
em sua forma total ndo é diferente entre os grupos de animais, apontando que a infeccao
com PbA ou o tratamento com rosuvastatina e cloroquina ndo foram capazes de alterar
o perfil total dessa proteina. Ambos 0s grupos apresentaram densitometria média muito
similares.

Como demonstrado pela Figura 17B, diferentemente do observado a partir dos
dados que relaciona a avaliacao dessa proteina em um quadro de MC aguda os animais
PbA n&o apresentaram uma maior expressdo de pRac 1 com relacdo aos animais RBC.
E possivel observar que a média de densitometria para pRac 1 dentre os animais dos
grupos RBC, RBC tratados com rosuvastatina, PbA e PbA tratados com rosuvastatina

sdo de, em média, 0,2.
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Figura 17. Avaliacdo da expresséo das proteinas pré e pos-sinapticas em camundongos C57BL/6
ndo infectados (RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) ndo tratados e tratados com
rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e
tratados com o antimalarico cloroquina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. em conjunto
com cloroquina(PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de maléria grave, ndo infectados tratados
com salina (RBC) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. em conjunto com cloroquina (RBC+Rosu).
O tratamento perdurou até o 11° dia pés infeccao, totalizando 7 dias de tratamento, quando a expressao
das proteinas pré-sinaptica sinaptofisina (14A) e pés-sinaptica PSD-95 (14B) foram avaliadas por Western
blotting apds o 15° dia de infeccdo com PbA no hipocampo. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos
(teste Anova, post hoc Tukey). (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).
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14. Animais infectados e tratados com antimalérico e rosuvastatina exibem
niveis aumentados de BDNF apo6s 15 dias

A fim de que disfung&o neuronal possa ser melhor elucidada, também foi avaliada,
através da técnica de Western Blotting, a expressado do fator neurotréfico BDNF. Essa
proteina esta envolvida na sobrevivéncia neuronal, sendo essencial para o processo de
formacéo e consolidacdo da memoria de longo prazo, bem como para a plasticidade e
funcao sinaptica (IZQUIERDO, IVAN ANTONIO et al., 2013).

Para esse procedimento, os animais do grupo PbA+Rosu foram tratados com a
dose de 10 mg/kg de rosuvastatina e, assim como o0s animais infectados com PbA e RBC,
foram tratados adicionalmente com o antimalarico cloroquina. Os tratamentos, seja com
0 antimalarico ou rosuvastatina, iniciaram-se a partir dos primeiros sinais da doenca e
perduraram 7 dias.

Apos 15 dias, os niveis de BDNF foram avaliados, tanto em sua forma imatura
como na sua forma madura, aqui representados nas Figuras 18A e 18B como pr6-BDNF
e BDNF, respectivamente. E possivel observar que os animais RBC, os animais PbA e
0s animais PbA tratados com rosuvastatina ndo exibem distin¢éo significativa dos niveis
de pro-BDNF. Contudo, com relacdo ao BDNF maduro, os animais PbA exibem niveis
inferiores quando comparados aos animais PbA tratados com rosuvastatina e 0s animais

RBC tratados com rosuvastatina.
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Figura 18. Avaliacdo da expresséo das proteinas pré e pos-sinapticas em camundongos C57BL/6
néo infectados (RBC), infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) néo tratados e tratados com
rosuvastatina (PbA+Rosu 10 mg/kg). Camundongos machos C57BL/6 foram infectados com PbA e
tratados com o antimalarico cloroquina (PbA) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. em conjunto
com cloroquina(PbA+Rosu 10 mg/kg) a partir dos primeiros sinais de maléria grave, ndo infectados tratados
com salina (RBC) ou tratados com rosuvastatina a 10 mg/kg v.i. em conjunto com cloroquina (RBC+Rosu).
O tratamento perdurou até o 11° dia p6s infec¢do, totalizando 7 dias de tratamento, quando a expresséo
das proteinas pré-sinaptica sinaptofisina (14A) e pés-sinaptica PSD-95 (14B) foram avaliadas por Western
blotting apds o 15° dia de infeccdo com PbA no hipocampo. N&ao houve diferenca estatistica entre os grupos
(teste Anova, post hoc Tukey). (n= 5-10 animais/grupo; repeticdo de 1 experimento).

73



Discussao

A maléaria é uma infeccdo parasitaria de importancia e abrangéncia mundial. A
morbidade, severidade e mortalidade da malaria afeta, principalmente criancas menores
de 5 anos. O quadro de MC é uma das piores complicacdes diante da malaria falcipara
e estima-se que, a cada ano, principalmente na regi&o da Africa Subsaariana, mais de
570 mil criancas sdo acometidas e cerca de 20% véao a obito (MILNER, 2018; WHO,
2019). Danos cerebrais desencadeados por reacdes inflamatorias decorrentes dessa
infeccdo sé@o os principais agravantes dessa doenca que acometem o SNC, resultando
em sequelas cognitivas que, em grande parte dos casos, acarretam ao Obito
(BANGIRANA et al., 2011; CARTER et al., 2005; FERNANDO; RODRIGO; RAJAPAKSE,
2010). Diversos estudos clinicos envolvendo criancas demonstram que apesar da
administracdo de antimalaricos durante o curso da MC as sequelas cognitivas ndo sao
evitadas nem tdo pouco amenizadas (BANGIRANA et al., 2011; CARTER et al., 2005).
Essas injurias cerebrais muitas vezes se desenvolvem em longo prazo e possuem carater
permanente (HIGGINS; KAIN; LILES, 2011).

Apesar de comumente associadas ao tratamento de doencas cardiovasculares e
dislipidemias, as estatinas tém despertado cada vez mais interesse no meio cientifico
com relacao aos seus efeitos benéficos em doencas neurodegenerativas e neurologicas,
como Alzheimer e Parkinson (AHN; CHOI, 2015). Dentre seus efeitos pleiotrépicos, a
modulacdo da neuroinflamacéo e da ativacdo de células da glia, processos estes que
acarretam no dano e comprometimento neuronal (BARONE et al., 2012; BIENVENU,
ANNE-LISE; PICOT, 2008; SOURAUD et al., 2012; TORRENTINO-MADAMET et al.,
2009), além da melhora da perfusdo sanguinea cerebral sdo notaveis (NICKENIG et al.,
2002, REIS et al., 2012). Em um estudo realizado por nosso grupo em 2012, a partir da
indug&o do quadro de MC experimental murina, o tratamento com estatinas em conjunto
com o antimalarico cloroquina foi capaz de prevenir o desenvolvimento da sequela
cognitiva (REIS et al.,, 2012). Porém, os mecanismos celulares e moleculares que
originaram essa protecdo ainda nao estdo bem esclarecidos. Sendo assim, o presente
estudo almejou, a partir do uso da rosuvastatina, aléem da prevencédo da inflamacao,
neurodegeneracdo e comprometimento cognitivo frente a MC, melhor elucidacdo dos

mecanismos que 0S geram.
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A partir dos resultados gerados nesse trabalho, é possivel notar que o tratamento
com 10 mg/kg de rosuvastatina foi capaz de atenuar os sintomas da malaria grave.
Entretanto, ndo teve efeito algum com relacdo ao estabelecimento da infeccédo, uma vez
gue nao apresentou efeito contra o desenvolvimento da parasitemia, quaisquer que
tenham sido as concentra¢cées administradas. Esses achados corroboram estudos que
demonstram que a partir do tratamento com diferentes concentracdes de estatinas (20 a
400 mg/kg), animais infectados com PbA ainda que n&do apresentem reducao nos niveis
de parasitemia, apresentam melhora no quadro infeccioso (BIENVENU, ANNE-LISE;
PICOT, 2008; KOBBE; SCHREIBER; JACOBS, 2008; SOURAUD et al., 2012).

Nesse estudo, a permeabilidade vascular e consequente quebra da BHE foi
avaliada a partir do ensaio de Azul de Evans. A partir da injecdo de corante que possui
afinidade com a albumina circulante (HUNT et al., 2014), o cérebro dos animais
infectados tratados e nado tratados se tornam suscetiveis a andlise quanto ao
extravasamento do mesmo para o0 parénquima cerebral. Foi possivel verificar um
aumento significativo da permeabilidade vascular nos animais infectados com PbA no
momento em que desenvolveram o quadro de MC, apontando para a contribuicdo efetiva
do evento para o estabelecimento da patologia degenerativa. A mudanca na funcao da
BHE, mais especificamente sua permeabilizacéo, é caracteristica da MC tanto observada
em humanos como experimentalmente (BROWN et al.,, 2001; POH; HOWLAND;
GROTENBREG, 2014). A terapia com estatinas j& se demonstrou protetora na
preservacao da integridade da BHE (REIS et al., 2012). Além disso, estudos demonstram
a preservacao da BHE através da inibicdo da GTPase Rho (STAMATOVIC et al., 2003;
TAOUFIQ et al., 2008). Sabendo que um dos mecanismos de acdo das estatinas é a
inibicdo da isoprenilacdo das GTPases, € uma perspectiva do atual estudo a avaliacdo
da atividade de Rho no que concerne a preservacao da BHE frente a infeccdo por MC de
forma a corroborar com os dados obtidos até entéo.

O quadro de MC é caracterizada principalmente pela alta producédo de citocinas
pro-inflamatorias proprias do fendtipo celular Thl, dentre elas TNF-a, IFN-y, IL-1 e IL-6
(DUNST; KAMENA; MATUSCHEWSKI, 2017; HUNT; GRAU, 2006). Tais citocinas sédo
criticas para o controle da infec¢ao por P. falciparum no que diz respeito ao seu ciclo
exoeritrocitico e eritrocitico. Porém, a alta producdo e secrecdo das mesmas esta
relacionada a injarias teciduais, sobretudo do cérebro (HUNT et al., 2014; HUNT; GRAU,
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2006). Assim como esperado, no presente trabalho, os animais infectados com PbA e
que nao foram submetidos a nenhum tipo de tratamento, apresentaram aumento
significativo dos niveis teciduais e séricos das citocinas TNF-a e IFN-y. Contudo, o
tratamento com 10 mg/kg de rosuvastatina foi capaz de reduzir de forma significativa os
niveis séricos de TNF-a e 0s niveis séricos e também teciduais de IFN-y frente a infeccéo,
desempenhando assim um papel anti-inflamatério da mesma forma como visto por Reis
e colaboradores (2012), em que o tratamento com lovastatina foi responsavel por reduzir
0S niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-18 e IL-12. Outros estudos sugerem
0 mesmo efeito a partir do tratamento com outros farmacos da classe das estatinas
(HERNANDEZ-ROMERO et al., 2008; HIRAOKA et al., 2004; STUVE et al., 2003).

Por conta dos altos niveis seéricos de TNF-a nos casos de MC, ha
conseguentemente uma alta expressédo de moléculas de adesdo no endotélio vascular
cerebral, o que favorece a piora do quadro através do sequestro celular (HUNT; GRAU,
2006). Diferentemente do que € observado no quadro de MC em humanos, os tipos
celulares que sdo comumente sequestrados no endotélio capilar cerebral de
camundongos acometidos com MC ndo sdo somente hemacias parasitadas, mas
também leucocitos (CARVALHO, 2011; QUE et al., 2005). Diversos estudos apontam o
impacto dos neutrofilos, que sdo a populacdo de leucdOcitos mais abundantes da
circulacdo, no desenvolvimento da MC (FEINTUCH et al., 2016). Quando ativados,
principalmente por grandes quantidades de IFN-y, sdo responsaveis por secretar
proteases e mieloperoxidase (MPO), uma hemeproteina presente nos granulos dos
fagécitos, as quais contribuem diretamente ndo s6 para a resposta contra 0 parasita,
como também geram o dano tecidual (OTTERDAL et al., 2018). Além da producéo por
células imune presentes na circulagdo periférica, a producdo de MPO também é
verificada por células nervosas, como neurbnios, células da microglia e astrocitos
previamente ativados (RAY; KATYAL, 2016). No presente estudo, podemos observar que
rosuvastatina foi capaz de reduzir os niveis de MPO no cérebro dos animais infectados.

O comprometimento da integridade da BHE e a neurodegeneracdo afeta
diretamente a dinamica celular cerebral, como por exemplo, a distribuicéo e propriedades
de astrdcitos e microglia, células componentes do parénquima cerebral (HUNT; GRAU,
2006). A microglia se caracteriza como as células imunes inatas do sistema nervoso

central (SNC). Frente a estimulos, esta adquire um fenodtipo ameboide, que caracteriza
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tipicamente o seu estado imunologicamente ativado (ISABELLE M. MEDANA, 1997). Os
astrocitos, populacdo de célula glial do SNC que majoritariamente oferece suporte ao
tecido nervoso (SOFRONIEW; VINTERS, 2010), sédo responsaveis por responder aos
insultos teciduais através do mecanismo de astrogliose, o qual tem sido observado em
doencas neurodegenerativas (GLASS et al., 2010). Estudos demonstram que individuos
acometidos com MC apresentam intensa astrogliose, degeneracdo de astrocitos e
ativacdo da microglia (HUNT, 2001). No presente estudo, animais infectados com PbA
que ndo foram submetidos a tratamento algum exibiram maior expressao das proteinas
Iba-1, marcador para microgliose, e GFAP, marcador para astrogliose, 6 dias depois da
infeccdo. A ativacdo dessas células foi revertida a partir do tratamento com 10 mg/kg de
rosuvastatina, o que corrobora dados da literatura (FEHER et al., 2015; PH et al., 2010;
ZAMVIL; STEINMAN, 2002). A astrogliose também pode ser observada a partir dos altos
niveis de S100B no tecido cerebral de animais infectados com PbA. S100B é uma
proteina ligante de célcio que esta presente no citoplasma de astrécitos perivasculares
(THELIN et al., 2016). Esse quadro também foi revertido a partir do tratamento com
rosuvastatina.

Ativacao de células da glia e ativacédo de enzimas séo frequentemente associadas
com a neurotoxicidade a partir do estresse oxidativo (GLASS et al., 2010). No presente
estudo, o estresse oxidativo foi verificado a partir da avaliacdo dos subprodutos da
peroxidacao lipidica, da nitrosilacéo de proteinas e da atividade da enzima nNOS. A partir
da andlise de soro e também de tecido cerebral dos animais infectados com PbA, é
notavel a geracdo em excesso de lipoperoxidacdo a partir de grandes quantidades
verificadas de HNE. Esse achado corrobora observacdes feitas de casos clinicos de MC,
onde as hemacias se caracterizam por apresentar aumento dos produtos da peroxidacao
lipidica e decréscimo das defesas antioxidantes (AGUILAR et al., 2014). Porém, a
administracdo de rosuvastatina foi capaz de reverter o estresse oxidativo que acarretou
na peroxidacdo lipidica gerados no cérebro dos animais infectados com PbA.
Semelhantemente, estudos demonstram a habilidade das estatinas na inibicdo dos
produtos derivados da oxidacéo do colesterol (BARONE et al., 2012).

NNOS é a isoforma da enzima NOS que é expressa constitutivamente no cérebro,
onde desempenha fun¢des essenciais, como a sinalizaco sinaptica (MUNOZ; PUEBLA;

FIGUEROA, 2015). Além disso, frente as condi¢cdes patolégicas, desempenha papel
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importante na geracao de estresse oxidativo. A partir da reacao de oxidagéo de L-arginina
para L-citrulina, sintetiza endogenamente o agente transdutor de sinal e também radical
livre 6xido nitrico (NO) que pode se combinar com anions superoxido para entdo gerar
peroxinitrito (ONOO"), o qual agrava ainda mais a injuria neuronal e tecidual da patologia
(BLOODSWORTH; DONNELL; FREEMAN, 2000; GAUT et al., 2002). Corroborando os
achados na literatura, € notavel que os animais infectados com PbA apresentam maior
expressdo de nNOS na regido do hipocampo, podendo estar relacionado com a maior
producdo de NO pelas mesmas e, consequentemente, de nitrito. A prépria MPO
secretada pelas células da microglia ativada, astrocitos e neurénios prontamente reagem
com o nitrito (NOz2") causando a nitragéo de tirosina in vivo (BLOODSWORTH; DONNELL,;
FREEMAN, 2000). No presente estudo, observamos altos niveis de 3-Nitrotirosina (NT-
3) no tecido cerebral de animais acometidos com MC experimental, o qual foi revertido
por rosuvastatina. O aumento notado da nitracéo a partir de seu residuo nos animais PbA
com relacdo aos animais ndo infectados parece ser um mecanismo condizente com o
aumento de MPO e de outras formas de geracéo de estresse que possam contribuir para
danos celulares.

Além disso, sabe-se que a maior parte de ROS que é gerado na vasculatura
provém do complexo proteico NADPH oxidase. Esse sistema enziméatico é composto por
inimeras subunidades. Estudos apontam a GTPase Rac como sendo um elemento
crucial para a sua ativagdo e montagem, garantindo a geragédo de ROS (WASSMANN et
al., 2001). Assim sendo, os altos niveis encontrados de pRacl em animais infectados e
nao tratados quando comparados com animais ndo infectados condizem com o aumento
da geracédo de estresse no tecido cerebral.

A perda de sinapses, bem como a reducdo dos marcadores sinapticos séo
associados com o dano cognitivo gerado em doencas de carater neurodegenerativo,
como a doenca de Alzheimer, por exemplo (YUKI et al., 2014). Aqui, focamos nas
proteinas pré e pos-sinépticas sinaptofisina e PSD-95, respectivamente. E notavel que,
em um quadro de MC aguda, o hipocampo dos animais infectados nao tratados
apresentam maior expressdo dessas proteinas. E notavel também, que o tratamento com
10 mg/kg de rosuvastatina reduziu significativamente a expressao tanto de sinaptofisina

guanto de PSD-95 quando comparado com os animais infectados n&o tratados.
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Os receptores NMDA (NMDARS) sao receptores ionotrépicos de glutamato, séo
expressos por todo o sistema nervoso e participam ativamente na regulacdo das
transmissdes sinapticas, bem como da plasticidade sinaptica em si (COLLINGRIDGE;
ISAAC; WANG, 2004). A partir da sua hiperativacéo, eles estao relacionados com o
fenbmeno da excitotoxicidade, que é vista em inimeras condi¢cdes que apresentam
comprometimento neurolégico, como Alzheimer, Parkinson, isquemia e injuria cerebral
pos-traumatica (BANO et al., 2005; CARVAJAL; MATTISON; CERPA, 2016). Sendo
assim, supusemos que o0s niveis aumentados das proteinas pré e pos-sinapticas frente
ao quadro de MC poderiam estar relacionadas com o dano neuronal decorrente da
toxicidade gerada pelo receptor, uma vez que € sabido que a proteina pos-sinaptica PSD-
95 é responsavel por estabilizar a superficie e a expressao sinaptica dos NMDARs (WON
et al., 2016). Além disso, estudos relatam o recrutamento de nNOS quando da ativacao
de NMDARs via PSD-95 (ISHII et al., 2006; ZHOU, LI et al., 2011). Portanto, os altos
niveis de nNOS verificado no cérebro de animais infectados com PbA também podem
ser mais um indicativo do fendbmeno de excitotoxicidade nesse modelo de MC.
Entretanto, sendo esse mecanismo responsavel por gerar consequentes alteracfes na
distribuicdo dos NMDARs gerando disfuncéo sinaptica e morte neuronal, temos como
perspectiva avaliar também a atividade de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacao
gue atuam em conjunto com NNOS e PSD-95 na ativacdo desses receptores, como a
proteina quinase p38, bem como avaliar a atividade do préprio receptor NMDAR, suas
subunidades 2A e 2B e a morte neuronal (LI et al., 2013; ZHOU, LI et al., 2011).

O remodelamento da plasticidade sinaptica é diretamente associado com a
consolidacdo da memdéria em resposta a algum estimulo do ambiente. Esse processo é
caracterizado pelo aumento de sinapses e é atuante principalmente na regido do
hipocampo (COLLINGRIDGE; ISAAC; WANG, 2004). Estudos demonstram que, frente a
esse processo, ha a estimulacdo de proteinas quinase A (PKA), proteinas quinase C
(PKC), proteinas quinases reguladoras de sinais extracelulares 1 e 2 (Erk 1/2) e proteinas
quinases dependentes de calcio/calmodulina (CaMK 11) (AHI; RADULOVIC; SPIESS,
2004; PL; KURAMOTO; YONEDA, 2000; SWEATT, 2001). S100B, que é uma proteina
ligante de calcio e que demonstra potencial de biomarcador para reatividade glial
(THELIN et al., 2016) foi avaliada no cérebro dos animais infectados com PbA. Os

animais infectados e ndo submetidos a nenhum tipo de tratamento apresentaram niveis
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aumentados significativamente de S1008 qguando comparados com 0S animais nao
infectados. Da mesma forma, os animais infectados com PbA apresentem niveis
aumentados de ERK 1/2. Esse quadro foi revertido, de forma significativa quando
comparado com os animais infectados néo tratados, a partir do tratamento com 10 mg/kg
de rosuvastatina.

Evidéncias mostram que a atuacdo de ERK pode estar envolvida ndo s6 na
regulacdo de fung¢des neuronais, mas também na promocdo da morte celular e
patogénese da neurodegeneracdo (AMATO; PERRONE-CAPANO; PORZIO, 2003).
Sabe-se que a via de sinalizacao de Erk 1/2 pode estar relacionada com PI3k/Akt no que
tange a viabilidade celular e controle da apoptose (DENT, 2014). Estatinas ja
demonstraram efeito na neurogénese a partir da atuacao na via de sinalizacédo de Erk 1/2
e PI3k na doenca de Alzheimer a partir da ativacdo do fator neurotréfico BDNF (WANG,
CONGHUI et al., 2015). Além disso, a partir da modulagéo por estatinas, altos niveis das
GTPases Ras e Rho também parecem estar envolvidos no processo de regulacdo de
sobrevivéncia celular (DENT, 2014; STANKIEWICZ; LINSEMAN, 2014).

A fim de que disfung&o neuronal possa ser melhor elucidada, também foi avaliada
a expressao do fator neurotréfico BDNF, essa proteina estd envolvida na sobrevivéncia
neuronal, sendo essencial para o processo de formacao e consolidacdo da memaria de
longo prazo, bem como para a plasticidade e funcdo sinaptica (IZQUIERDO, IVAN
ANTONIO et al., 2013). De acordo com Comim e colaboradores (2012), camundongos
infectados com P. berghei ANKA e tratados com drogas antimalaricas logo apds o
aparecimento dos sinais clinicos de MC apresentam além do déficit cognitivo, quantidade
reduzida de BDNF no hipocampo (COMIM et al., 2012). Tais dados sao condizentes com
os achados do presente trabalho em que animais infectados nédo tratados exibiram niveis
de BDNF em sua forma madura inferiores significativamente quando comparados com
0s animais néo infectados e infectados tratados. Assim sendo, um possivel mecanismo
para perda de memoéria pode implicar o controle da producéo de BDNF e possivelmente
o receptor de NMDA.

Estudos demonstram que a disfuncdo cognitiva € amplamente observada em
doencas e/ou infecgbes sistémicas de carater neurodegenerativo, ou seja, que
apresentam neuroinflamag¢do assim como a MC (COMIM et al., 2012; GETZ; LEVIN,

2017). Desse modo, no presente trabalho, a fungdo cognitiva dos animais infectados com
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PbA submetidos ou ndo ao tratamento com rosuvastatina foi avaliada a partir de dois
testes comportamentais: o teste de congelamento condicionado (freezing) e o labirinto
aguatico de Morris (water maze), ambos performados no 15° dia pos infeccdo. Esses
testes possibilitam a avaliacdo tanto da memoria aversiva, contextual e também espacial.
E evidente que os animais infectados e tratados somente com o antimalarico cloroquina
apresentaram um menor tempo de laténcia no teste de freezing e um menor tempo de
permanéncia em torno do local em que a plataforma estava localizada no teste de water
maze, indicando perda da func¢ao cognitivo.

O desbalanco de NMDARs evidenciado pelos niveis de proteinas sinapticas e
marcadores de neurodegeneracdo previamente citados pode ter favorecido o
comprometimento cognitivo no modelo. O tratamento com apenas 10 mg/kg de
rosuvastatina aliado ao tratamento com o antimalarico cloroquina gerou um aumento do
tempo de laténcia e do tempo de permanéncia no local da plataforma em comparacao
com os animais infectados com PbA e somente submetidos ao tratamento com o
antimalarico (REIS et al., 2012). Dessa forma, como demonstrado por estudos in vivo
envolvendo individuos previamente acometidos (BANGIRANA et al., 2011; IDRO et al.,
2010) e modelos experimentais de inducdo de MC (REIS et al., 2010), o
comprometimento neuronal e consequente déficit cognitivo gerado a partir da MC néo se
da somente pela presenca do parasita no hospedeiro mas a partir de uma série de
mecanismos moleculares desencadeados na regido cerebral a partir dessa infeccao

sistémica.
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Conclusdes

No presente estudo, utilizando o modelo experimental de malaria cerebral com

camundongos machos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA, avaliamos

0 papel do tratamento com rosuvastatina na reducdo dos eventos envolvidos na

patogénese da maléaria cerebral, bem como dos danos cognitivos decorrentes da doenca.

Em concluséo, foi demonstrado que:

O tratamento com 10 mg/kg de rosuvastatina ndo afetou a parasitemia ou a

sobrevida dos animais durante a infeccdo com Plasmodium berghei ANKA;

Rosuvastatina a 10 mg/kg foi capaz de reduzir o escore de gravidade. No entanto,
o desenvolvimento de malaria grave nao foi impedido nos animais. Essa protecao

nao foi observada pelo tratamento com as outras doses de rosuvastatina,

bY

Rosuvastatina exerce bastante efeito no que concerne a inflamacdo, o que
impacta a neuroinflamagéo gerada pelo modelo experimental de MC a partir da
modulacdo das células da glia e consequente inibicdo de citocinas pro-

inflamatorias.

Seus efeitos ainda incluem a reversdo da neurotoxicidade através da reducédo do
estresse oxidativo, bem como a neuroprotecdo conferida frente a disfuncéo

sinaptica.

Rosuvastatina € capaz de evitar o comprometimento cognitivo, sugerindo um
papel neuroprotetor em animais que sobreviveram a maléria cerebral ap6s o
tratamento com antimalaricos. Dessa forma, rosuvastatina oferece sustentacao

para estratégias terapéuticas frente a disfuncdo neurocognitiva.
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Perspectivas

Em camundongos machos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA e

tratados com rosuvastatina, ha como perspectiva:

e Avaliacdo da morte neuronal;

e Avaliacdo da ativagdo de células gliais através da técnica de imunohistoquimica;

e Avaliagédo da expressao das demais GTPases.
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