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RESUMO

Introducédo: A maléria cerebral (MC) est& entre as principais causas de mortalidade
associada a malaria. Ha relatos de que sobreviventes a MC podem desenvolver
déficits neurocognitivos de longo prazo. Estudos tém evidenciado o papel da
neuroinflamacdo no desenvolvimento da depressdo. A neuroinflamacdo pode
modular significativamente o desenvolvimento encefélico, a regulagdo imune e
enddocrina, bem como os circuitos neurais, resultando em mudancas fisioldgicas e
comportamentais. Objetivo: Avaliar paramentros relacionados a depressdo em
camundongos adultos submetidos a malaria cerebral no periodo infanto. Métodos:
Animais C57BL/6 com 21 dias de vida foram infectados com Plasmodium Berghei
ANKA. ApoOs seis dias da infeccdo, estes animais foram tratados com cloroquina
durante sete dias e aos 46 dias de vida, receberam PBS ou Imipramina durante 14
dias. Ao completarem 60 dias de vida, foram avaliados o consumo de sacarose; 0
tempo de imobilidade; o peso ponderal, volume da glandula adrenal e do hipocampo;
0s niveis plasmaticos de corticoesterona e hipocampais de BDNF e IL-1.
Resultados: Pode-se observar que os animais expostos a MC no periodo infanto e
avaliados na vida adulta apresentaram um aumento do tempo de imobilidade; um
aumento do volume da glandula adrenal, um aumento dos niveis plasméticos de
corticoesterona, uma reducédo do volume do hipocampo; uma diminuicdo dos niveis
de BDNF no hipocampo e um aumento dos niveis de IL-1 no hipocampo. Dentre os
parametros avaliados, somente os niveis de IL-18 ndo foram revertidos com o0 uso
do antidepressivo. O peso ponderal dos animais e o teste de preferéncia por
sacarose também foram avaliados, no entanto, ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos. Conclusao: Esses resultados sugerem que a ativacéo
imune no periodo infanto pode estar associada a parametros relacionados a
depressao na vida adulta.

Palavras-chave: Malaria Cerebral; Neurodesenvolvimento; Depresséo.



ABSTRACT

Introduction: Cerebral malaria (CM) is among the main causes of mortality associated
with malaria. There are reports that MC survivors may develop long-term
neurocognitive deficits. Studies have shown the role of neuroinflammation in the
development of depression. Neuroinflammation can significantly modulate encephalic
development, immune and endocrine regulation, as well as neural circuits, resulting
in physiological and behavioral changes. Objective: To evaluate parameters related
to depression in adult mice submitted to cerebral malaria in the infantile period.
Methods: C57BL/6 animals at 21 days of age were infected with Plasmodium Berghei
ANKA. After six days of infection, these animals were treated with chloroquine for
seven days and at 46 days of life received PBS or Imipramine for 14 days. At 60
days of life, the consumption of sucrose was evaluated; the time of immobility;
weight, volume of the adrenal gland and hippocampus; the corticoesterone and
hippocampal plasma levels of BDNF and IL-1B. Results: It can be observed that the
animals exposed to MC in the infantile period and evaluated in the adult life showed
an increase of the immobility time; an increase in adrenal gland volume, an increase
in plasma corticosteroid levels, a reduction in hippocampal volume; a decrease in
BDNF levels in the hippocampus and an increase in levels of IL-1 in the
hippocampus. Among the parameters evaluated, only IL-1B levels were not reversed
with antidepressant use. The weight of the animals and the sucrose preference test
were also evaluated, however, they did not present a significant difference between
the groups. Conclusion: These results suggest that immune activation in the infantile
period may be associated with parameters related to depression in adult life.

Key-words: Cerebral Malaria; Neurodevelopment; Depression.
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1. INTRODUCAO

A maléria é uma das doencas infecciosas que mais contribui para a carga
global de doencas, afetando mais de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo?.
As infecgOes por Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax representam a maioria
dos casos de malaria. A transmissdo ocorre pela picada do mosquito do género
Anopheles, em aproximadamente 97 paises, que estdo localizados em regides

tropicais, como Africa Subsaariana, Sudeste Asiatico e América do Sul2.

Em areas de alta transmissdo, o risco de maléria € maior entre criancas
menores de 5 anos. Em outras areas, com risco de transmisséao leve a moderado, a
malaria acomete todas as faixas etarias, apesar de apresentar maior risco para as
gestantes, individuos com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)/sindrome da

imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e em pessoas submetidas a esplenectomia3.

A maléaria cerebral (MC) esta entre as principais causas de mortalidade
associada a maléaria. A condicdo € uma complicacdo da infeccdo por Plasmodium
falciparum, caracterizada por encefalopatia complexa e potencialmente reversivel
que leva ao coma e ocorre com ou sem sinais de comprometimento em outros
orgdos. No entanto, apesar da terapia antipalidica ser eficaz, os individuos que
sobrevivem a MC podem desenvolver déficits neurocognitivos de longo
prazo, sugerindo que a eliminacdo do parasita ndo resolve completamente as

consequéncias clinicas da infeccdo®.

Os processos fisiopatolégicos envolvidos no desenvolvimento da MC incluem
a ativacdo de células endoteliais, perda da integridade da barreira hematoencefélica
(BHE) e um desequilibrio das respostas pré e anti-inflamatérias ao Plasmodium;
porém, a sequéncia de eventos e a contribuicdo para desenvolvimento da MC

continuam desconhecida®.

Um estudo publicado por Mc Donald e colaboradores (2015) demonstrou uma
ligacdo causal entre a exposicdo pré-natal a malaria e subsequente
comprometimento neurocognitivo na prole, os resultados indicam a infec¢cdo materna

por malaria pode alterar o desenvolvimento cognitivo e neurolégico da prole, visto
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que a prole apresentou comprometimento da aprendizagem e da memobria e

comportamento semelhante & depresséo que persistiram até a idade adulta®.

A depressdo é um dos transtornos psiquiatricos que mais contribui para a
carga global de doencas, afetando mais de 300 milhdes de pessoas em todo o
mundo. As caracteristicas do transtorno incluem a persisténcia de um ou mais
episédios de tristeza ou anedonia durante um periodo de duas semanas, com
manifestacdo de sintomas cognitivos e somaticos, como mudancas no apetite e
peso, padrbes de sono, nivel de energia, concentracdo, ou atividade fisica,

sentimentos de inutilidade e culpa, e pensamentos ou comportamentos suicidas”

O processo fisiopatolégico da depressdo tem sido alvo de muitas pesquisas,
isto porgue a condi¢do ainda é pouca compreendida e apresenta varias hipéteses
devido a sua heterogeneidade no curso da doenca®. H& relatos de que interferéncias
no processo de neurodesenvolvimento, como um insulto inflamatério sistémico
durante o periodo fetal, infancia ou inicio da adolescéncia pode ser um mecanismo
subjacente a alta comorbidade de certos transtornos neuropsiquiatricos, como a
depresséo e a esquizofrenia®!’. Em paralelo, na literatura ja est4 bem estabelecido
que as citocinas pro-inflamatorias produzidas durante a ativacdo do sistema imune
inato, tém a capacidade de influenciar as funcdes cerebrais e induzir o

desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como a depressado™*.

As doencas parasitarias afetam grande parcela da populacdo mundial,
provocando mortes e impactando negativamente a qualidade de vida e o
desenvolvimento dos paises?. Na literatura encontram-se muitos estudos
esclarecendo a fase aguda da MC infantil e o cenéario neuroinflamatério, contudo, a
discusséo de aspectos a longo prazo ainda é muito recente e questionavel. Estudos
epidemioldgicos mostraram que a neuroinflamacdo no inicio da vida predispbe ao
desenvolvimento de problemas de satide mental na idade adulta®**>. O aumento
da prevaléncia de depressado e estudos indicando uma possivel relacdo da doenca
com um quadro inflamatério na infancia desperta o interesse de investigar a
associacdo da MC infantil e a depressdo. Neste sentindo, formulou-se o seguinte
questionamento: Camundongos submetidos a MC no periodo infanto podem
apresentar parametros relacionados a depresséo durante a fase adulta? O presente

estudo pretende fundamentar a relacdo da MC na infancia e os parametros
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relacionados a depressdo, visto que apesar das evidéncias entre doencas
infecciosas e transtornos psiquiatricos, até o momento nao foi encontrado evidéncias
sélidas sobre esta relacdo em estudos clinicos ou pré-clinicos. O resultado deste
estudo servira como um ponto de partida para a investigacdo dos mecanismos
fisiopatologicos desta relagdo e também de possiveis intervengdes terapéutica, visto
que se confirmada, se faz necessario chamar atencdo de organizagbes publicas
para com as vitimas da MC, para que possam ser acompanhadas apés a alta
hospitalar e ser amenizado os efeitos ou até prevenir essa possivel associacéo, de
processo infeccioso no inicio da vida e o desencadeamento de transtornos

psiquiatricos na vida adulta.

1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.1.1 Maléria

A maléaria é uma parasitose transmitida pela picada da fémeas do mosquito do
género Anopheles, causada por protozoarios intracelulares de cinco espécies:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum (responséavel pela forma mais grave da
doenca), Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi'®. A
transmissdo da doenca ocorre em grandes areas da Africa, América Central e
América do Sul, e as principais vitimas sdo mulheres gravidas e criancas menores
de cinco anos?. No Brasil, trés s&o as espécies causadoras de malaria: Plasmodium
vivax, falciparum e malariae. Nos ultimos 15 anos, uma média de aproximadamente
420 mil casos de maléaria foram registrados anualmente no Brasil, grande parte
destes, em torno de 99,7%, concentrada na regido Amazonica'’. Em 2015, houve

212 milhdes de casos e 429 mil mortes por malaria em todo o mundo?.

Atualmente a malaria € um dos principais problemas de saude publica do
mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais. Estima-se que cerca de
40% da populacdo mundial viva em areas de risco, sendo criangas menores de 5
anos e mulheres gravidas os grupos mais afetados'®. A malaria ndo s6 é mais
comum nos paises pobres, como também € uma causa da pobreza e um grande
obstaculo ao desenvolvimento econdmico. A maior parte dos paises da Africa, por

exemplo, ndo tém condicBes financeiras de prevenir ou tratar a doenca. Os gastos
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com a malaria nesta regido sdo estimados em 12 bilhées de ddlares a cada ano, 0
impacto econdmico envolve custos com saude, dias de trabalho perdidos pela
doenca, dias perdidos em educacado, produtividade prejudicada devido a danos
cerebrais e diminuicdo de investimento em turismo®’. Sabe-se que houve um
declinio de 18% e 48% dos casos de maléaria globais e mortes, respectivamente,
entre 2000 e 2015. E este sucesso foi devido a prevencdo, feita contra as picadas do
mosquito, por meio de distribuicdo de redes de protecao (especialmente sobre as
camas, uma vez que o mosquito tem habitos noturnos), repelentes de insetos,

inseticidas e eliminacéo de depdsitos de 4gua parada™®.

Estirpes de Plasmodium resistentes a multiplos farmacos provaram ser um
problema desafiador no controle da malaria na maior parte do mundo®. A vis&o da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é um mundo livre de malaria. Como parte
desta visdo, existem objetivos globais ambiciosos para 2030 com marcos para medir
0 progresso em 2020 e 2025. A prioridade para todos os paises em gue as taxas de
transmissdo de malaria sdo altas ou moderadas € garantir a redu¢cdo maxima da
morbidade e da mortalidade por meio da previsdo continua de acesso universal a
medidas de controle de vetores adequadas, diagndsticos e medicamentos
antimalaricos, juntamente com a implementacdo de todas as terapias preventivas

recomendadas pela OMS que sdo apropriadas para esse cenario epidemiolégico®®.

Fisiopatologicamente, quatro componentes compreendem o sistema da
maléria: o vetor, 0 parasita, 0 humano e o meio ambiente. No entanto, muitos fatores
afetam cada uma das quatro pecas do sistema, adicionando complexidade ao
entendimento e controle da doenca. O vetor € moldado pelo tipo de espécies de
Anopheles, alimentacdo associada, repouso, picada, comportamento de reproducao,
faixa de vbo, capacidade vetorial, taxa de mortalidade, reproducéo, resisténcia do
mosquito contra inseticidas e resisténcia larval a larvicidas®. As questdes
importantes relativas ao parasita incluem o tipo e a tensdo, a resisténcia aos
medicamentos antimalaricos e a duragdo da infeccdo. O componente humano é
moldado por varios fatores, incluindo imunidade genética e adquirida,
comportamento, demografia, cultura, caracteristicas socioeconémicas e politicas.
Por ultimo, o componente ambiental depende da temperatura, umidade,
precipitacdo, qualidade do solo, elevagaol/inclinacdo, cobertura solar, hidrografia,

presenca de inimigos naturais de mosquitos/larvas e desastres naturais. Cada um
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desses fatores pode afetar os casos de malaria positivamente ou negativamente, e
os efeitos podem ser modificados dependendo de como eles interagem uns com 0s

outros??

Sabe-se que a hidrografia e a temperatura local estdo fundamentalmente
ligadas as taxas vitais do mosquito e do parasita da malaria. Em estacdes chuvosas,
o nivel de agua dos rios aumenta drasticamente, alcancando &reas préximas das
margens. Quando a estacdo chuvosa termina, o nivel da agua diminui e conjuntos
de agua adequados para reproducdo de mosquitos aparecem devido a
irregularidade do terreno®. A transmiss&o da malaria é restrita a temperaturas entre

16°C e 34°C, com transmiss3o ideal a 25°C%.

Neste contexto, a infeccdo inicia-se quando o0s esporozoitos (parasita) sao
inoculados na pele pela picada do vetor, 0s esporozoitos irdo invadir os hepatécitos,
multiplicar-se e dar origem a milhares de novos parasitas (merozoitos), que rompem
os hepatdcitos e, caindo na circulacéo sanguinea, vao invadir as hemécias. E nessa
fase sanguinea que aparecem os sintomas da malaria, conforme mostra a Figura 1.
As consequéncias da infeccéo irdo dependender da espécie do Plasmodium e do

nivel de imunidade do hospedeiro®®.

Figura 1: Ciclo de transmissao da malaria
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Fonte: Adaptado de Phillips e colaboradores (2017)

A Figura 1 representa o ciclo de transmissao da maldaria, que se inicia quando a fémea

do mosquito Anopheles transmite o Plasmodium aos seres humanos durante a picada. Dentro de 30
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a 60 minutos, os esporozoitos invadem as células do figado, onde se replicam e dividem como
merozoitos. A célula infectada do figado se rompe, liberando os merozoitos na corrente sanguinea,
onde eles invadem as hemacias e comecam o estagio de reproducao assexuada, que € o0 estagio
sintomatico da doenca. Os sintomas se desenvolvem em 4 a 8 dias apés a invasao inicial dos
glébulos vermelhos. O ciclo de replicacdo dos merozoitos dentro dos glébulos vermelhos dura de 36
a 72 horas (da invaséo dos glébulos vermelhos a hemdlise). Assim, a classica febre da malaria ocorre

a cada 36-72 horas, quando os eritrécitos infectados lisam e liberam endotoxinas.

A maléria congénita é definida como a presenca de estagios de Plasmodium
assexuados no corddo ou sangue periférico do recém-nascido durante a primeira
semana de vida como resultado da transferéncia materno-fetal de parasitas da
malaria. Embora as consequéncias da malaria congénita possam por em perigo a
vida, pouco se sabe sobre o impacto da infeccdo na saude do bebé, ja que os
sintomas muitas vezes s&o confundidos com sepse neonatal?®.

As hipoteses para a transmissao da malaria congénita incluem a transfusao
materna na circulacdo fetal no momento do parto ou durante a gravidez ou
penetracdo por ruptura prematura de placenta®’. Apesar da alta prevaléncia de
parasitemia materna e placentaria em areas endémicas, a malaria congénita é
considerada rara®®. As consequéncias da malaria na gravidez podem ser maiores
quando a imunidade materna € mais baixa, desta forma representa um grande risco
para a saude da mae e do feto. Nas gestantes, o quadro clinico de malaria resulta
em anemia, edema pulmonar, hipoglicemia, malaria cerebral, sepse puerperal e até
Obito. Ja no feto, pode resultar em abortos ou em outras complicacdes, como a

prematuridade, restricdo de crescimento intra-uterino e o baixo peso ao nascer?®.

Uma fase sintomatica inicial, caracterizada por mal-estar, cefaleia, cansaco e
mialgia, geralmente precede a classica febre da malaria. O ataque paroxistico inicia-
se com calafrio que duram quinze minutos a uma hora, sendo seguido por uma fase
febril, com temperatura corpérea podendo atingir 41°C ou mais. Apés um periodo de
duas a seis horas, o individuo apresenta sudorese profunda e fraqueza intensa.
Apos a fase inicial, a febre assume um carater intermitente, dependente do tempo de
duracdo dos ciclos eritrociticos de cada espécie de plasmodio: 48 horas para
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax e 72 horas para Plasmodium malariae.
Entretanto, a constatacdo desta regularidade € pouco comum nos dias atuais, em

decorréncia do tratamento precoce realizado ainda na fase de assincronismo das
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esquizogonias sanguineas, das infec¢cbes por populacdes distintas de plasmaodios e
por infeccdo em hospedeiros ndo-imunes por retardo da resposta imune

especifica®.

Além dos ataques paroxisticos, outra forma de manifestacdo da malaria sao
os diferentes sinais neurologicos focais, além de alteragbes cognitivas e
comportamentais*°. Existe uma correlacéo de diferentes manifestacées clinicas com
achados histopatologicos de material post-mortem humano, demonstrando acumulo
de eritrocitos parasitados na microvasculatura cerebral, adesdo endotelial ou
acumulo de leucécitos mononucleares e plaquetas nos capilares cerebrais, sinais
morfolégicos de ativacdo de astrocitos e microglia, presenca de hemorragia no
parénquima cerebral, lesdo axonal e desmielinizacdo, além de edema cerebral,

principalmente no estégio final da doenca®.

1.1.1.1 Maléaria Cerebral

A MC é uma das principais complicacdes da infeccdo por Plasmodium
falciparum. Aproximadamente 500 mil criancas desenvolvem MC na Africa a cada
ano e a condicdo esta associada a uma taxa de mortalidade de 15-25%°%. A MC é
uma sindrome clinica definida como uma encefalopatia difusa potencialmente
reversivel, caracterizada principalmente por coma, convulsdes, alteracdes
cognitivas, comportamentais e motoras®. A encefalopatia e as convulsdes
geralmente se resolvem dentro de 2-3 dias, em conjunto com o tratamento
antipaludico e cuidados de suporte. Aproximadamente 19,2% dos individuos
evoluem para o 6bito em decorréncia da MC, mas 25% dos sobreviventes de MC
infantil desenvolvem sequelas neurolégicas de longo prazo, mesmo ap0s receberem

tratamento adequado®**°.

Pode-se supor que 0s prejuizos comportamentais e cognitivos na MC ocorram
devido a danos nos lobos frontais (associado a fungbes executivas), areas de
I6bulos temporal medial e o sistema hipocampal (envolvido na formacdo da
memoria)*®. Episédios de epilepsia sdo frequentemente relatos e acometem mais de

60% das criancas com MC mesmo ap6s a admissdo hospitalar®’. As principais



18

alteracdes clinicas persistentes incluem déficits motores, alteracdes sensoriais e

transtornos cognitivos e comportamentais>>.

O desenvolvimento do cérebro continua por um longo periodo pos-natal. Nos
primeiros 5 anos de vida, o cérebro sofre um rapido aumento de tamanho,
quadruplicando em volume para atingir aproximadamente 90% do tamanho adulto
final. E nesta fase que ocorre o desenvolvimento e diferenciacdo de células gliais,
mielinizacdo progressiva de matéria branca e poda sinaptica®’. Agressées a um
cérebro em desenvolvimento estd associado a disfungbes nos processos de
mielinizacdo, crescimento axonal e dendritico, sinaptogénese e proliferacdo de
microglia e astrécitos®®. Alteracées no circuito neuronal durante a primeira infancia
podem ser nocivos para memodria, linguagem e aprendizagem. Entretanto, as
mudanc¢as mais sutis que envolvem sensibilidade social, integracdo social e fungoes
executivas podem aparecer tardiamente, quando tais habilidades tornam-se

importantes®.

Torna-se compreensivel que durante o tempo de aperfeicoamento dos
circuitos neuronais e da mielinizacdo, um insulto neuroinflamatério como a MC,
poderia ter repercussdes distintas para a funcdo neuropsiquiatrica e explicar
algumas das diferencas na apresentacdo e desfecho da MC entre criancas e
adultos. Pacientes pediatricos com MC apresentam menor taxa de mortalidade
quando comparados com adultos, porém sequelas neurocognitivas sdo comumente

relatadas em criancas devido a vulnerabilidade cerebral®.

A MC ainda é conhecida por ser uma doenca complexa e de patogénese
pouco compreendida, visto que a sua fisiopatologia envolve a ativacdo imune, a
reducdo dos niveis de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e também

possui a presenca de estresse oxidativo®*4¥*3,

Sabe-se que na MC ha o
envolvimento de um componente vascular com bloqueio venular induzido pelo
parasita, ativacdo plaquetaria, alteracbes na permeabilidade da barreira
hematoencefélica (BHE) e um componente inflamatorio com ativacéo de astrocitos,

microglia, sistema complementar e linfécitos**.

Uma caracteristica bem definida na patogénese da maléaria € o sequestro de
eritrocitos parasitados na microvasculatura de varios 6rgaos, incluido o sistema

nervoso central (SNC). Alguns mecanismos poderiam, individualmente ou em
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combinagdo, resultar em aumento do volume cerebral como resultado do
sequestro. O edema citotdxico pode ser uma consequéncia dos disturbios de
perfusdo, lesbes metabdlicas e morte celular; enquanto o edema e a inflamacao
vasogénica podem ser causados por ativacdo de células endotélias, levando a um
aumento da permeabilidade da BHE. O sequestro intenso hemécias parasitadas nas
vénulas pos-capilares pode levar a obstrugéo venosa e congestionamento vascular e
anemia; ou ainda convulsbes e febre. Estes achados estdo associados a um
aumento do fluxo sanguineo cerebral e disfuncdo dos sistemas

autorreguladores®*°.

As alteracdes metabdlicas causadas pelo bloqueio do fluxo sanguineo
cerebral decorrente do sequestro de eritrocitos parasitados, leucécitos e plaquetas
na microvasculatura e a ativacdo do sistema imune em resposta a infeccdo, com
consequente secrecdo de mediadores inflamatorios (citocinas e quimiocinas) pelo
hospedeiro, tém sido descritos como o0s principais fatores envolvidos no
desenvolvimento da MC*. A presenca de mediadores inflamatérios no
microambiente vascular pode levar a alteracdes na estrutura da BHE, hemorragia,
apoptose de células endoteliais e astrocitos, danos neuronais e, consequentemente,

aos sintomas neurolgicos®.

A BHE é crucial para manter a homeostase do SNC e para limitar a
penetracdo de toxinas e patdégenos no cérebro. A maturacdo da BHE no periodo
pés-natal é determinada pela formacao e interacdes estaveis célula a célula dentro
dos componentes da unidade neurovascular e reguladas por horménios, citocinas e
neurotransmissores*®*®. A interrupcdo da integridade da BHE durante a infeccdo
por Plasmodium falciparum € uma caracteristica da MC. Durante a infeccédo, o
endotélio e a unidade neurovascular, que compde o BHE, sofre mudancas
marcantes durante o desenvolvimento, alterando funcoes cerebrais importantes
como a poda sinaptica, a mielinizacdo, e a maturagédo e diferenciagcdo de células

gliais*.

O fendtipo das células endoteliais ativadas € permeavel, pro-trombaotico e pro-
inflamatorio e, quando se encontra em um local de infecgdo ou lesdo, € essencial
para o remodelamento vascular e o reparo, o trafico de leucocitos e o sequestro ou

erradicacdo de agentes patogénicos ou toxinas. No entanto, a mesma resposta
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endotelial pode ser prejudicial se for descontrolada, persistente ou generalizada.
Muitas doencas infecciosas comuns e graves, incluindo a sepse, a sindrome
hemolitico-urémica, a MC e a febre hemorragica da dengue, sdo caracterizadas por
permeabilidade vascular excessiva, trombose microvascular e inflamacdo que

resultam em disfuncéo das células endoteliais e comprometimento da BHE>**’,

Em um modelo animal de MC foi observado um aumento acentuado da
permeabilidade da BHE, evidenciado pela mensuracdo do corante azul de Evans no
tecido cerebral e também por exames histolégicos que demonstram evidéncias de
edema perivascular, ocorrendo simultaneamente com a detec¢do dos sinais clinicos
iniciais de MC, como aumento do rolamento e ades&o de leucdcitos e também
diminuicdo da densidade capilar cerebral*.

A neuroinflamacédo € uma forma de resposta inflamatéria no SNC, que é
significativamente afetada pelo estado da atividade neuronal e pela permeabilidade
da BHE. As respostas inflamatérias moderadas podem proteger o SNC, enquanto
uma inflamagéo intensa agrava o comprometimento da homeostase do tecido>!. A
regulacdo das respostas neuroinflamatérias sao muitas vezes o resultado da
cooperacao entre diferentes quimiocinas, citocinas, espécies reativas de oxigénio
(ERO) e mensageiros secundarios. A maioria desses fatores sdo secretados pela
microglia ativada, que suporta as conexdes sinapticas e melhora as respostas
imunolégicas do SNC>2. A microglia é a mediadora chave da resposta coordenada a
infeccdo pelo sistema imunolégico periférico e pelo SNC. A microglia responde e
propaga sinais inflamatorios iniciados na periferia, desempenhando papéis cruciais
tanto na protecdo neuronal quanto na patologia e muitas vezes sao chamadas de
"espada de dois gumes". Em um lado, secretam fatores neurotréficos fundamentais
para o reparo celular e recrutamento de células imunes no cérebro para depuragao
de infeccdo ou detritos celulares. Por outro lado, a ativagdo crénica ou exagerada da
microglia esta ligada a secrec¢do excessiva de fatores préo-inflamatorios e implicam o
sistema imunologico em uma série de transtornos com origens conhecidas ou
suspeitas de desenvolvimento, incluindo a esquizofrenia, os transtornos de
ansiedade e depresséao e disfungao cognitiva®®. Apds a ativagcado, a microglia produz
citocinas proé-inflamatorias incluindo a interleucina (IL)-1B, IL-6 e fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a)** .
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A ideia de que individuos que sobrevivem a MC recuperavam-se
completamente foi consolidada durante muitos anos, contudo, hoje ja é reconhecido
que criancas acometidas pela MC sustentam lesdes cerebrais significativas em
longo prazo. As sequelas da MC acometem diversos sistemas e ha relatos da
presenca de complicacbes ap6s 10 anos do foco infeccioso. Entre os principais
acometimentos, destaca-se os episédios de convulsdes, espasticidade, distonia,
deficiéncias no uso de linguagem, comprometimento cognitivo, dificuldades
comportamentais (déficit de atencao, hiperatividade, impulsividade, condutas auto-
prejudiciais) e ainda sequelas neuropsiquiatricas (psicose, alucinacdes e

catatonia)**.

Examinar as implicagbes a longo prazo de doencas neuro-infecciosas, como
a MC, tém ganhado importancia, visto que a taxa de mortalidade diminuiu e ainda
nao ha intervencdes para as criancas que desenvolveram a MC e nenhum programa
de acompanhamento para identificar os individuos afetados, sendo que 25% dos
sobreviventes de malaria cerebral apresentam déficit neurocognitivo de longo prazo

e convivem com problemas de satide mental®.

Em 1881, um médico alemdo chamado Emil Kraepelin defendeu que as
doencas psiquiatricas sdo principalmente causadas por alteracdes genéticas e
biolégicas. Em sua tese, ele enfatizou e discutiu a possibilidade de classificar
transtornos mentais com episédios de febre, supondo que a febre possa ser um fator
patogénico universal associadas a transtornos psiquiatricos, influenciando a
condutividade dos nervos, alterando o fluxo sanguineo do SNC, causando
septicemia, uremia e enzimas decorrentes de agentes infecciosos. Apos esta secéo
tedrica, Kraepelin analisou a literatura em relacdo as doencas agudas mais
importantes que foram relatadas como associadas a transtornos psiquiatricos. Estas
doencas agudas incluiram a malaria, o reumatismo articular agudo, a pneumonia, a
pleuresia, a variola, a escarlatina, o sarampo, a erisipela, o tifo e a célera. As teorias
psiquiatricas de Kraepelin dominaram o campo da psiquiatria no inicio do século XX

e a base dessas teorias continua sendo utilizada até os dias de hoje®®.

Estudos epidemioldgicos mostraram que a neuroinflamacgéo, tanto no inicio da

infancia quanto na adolescéncia, predispde-se ao desenvolvimento de problemas de

13,14,15

saude mental na idade adulta Em um estudo comparando individuos com
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infeccdo no SNC durante a infancia com um grupo controle acompanhados até 27
anos de idade, encontrou um aumento de casos de esquizofrenia no grupo
infeccdo®’. Algumas hipéteses, incluindo alteracdes no eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal, respostas imunolégicas anormais, moleculares e epigenéticas de
plasticidade, foram propostas para explicar as vias neurobiolégicas que ligam as
adversidades infantis ao posterior desenvolvimento de transtornos mentais na vida

adulta®

Evidéncias sugerem que a malaria e a MC estdo associadas a deficiéncias
neuroldégicas e comportamentais a longo prazo, porém, 0 mecanismo subjacente as
sequelas ainda sdo pouco esclarecidas®®. Idro (2016) sugere que, desde 1994, a MC
pode ser responsavel por graves problemas de satde mental em pelo menos 30.000
criancas anualmente nas regides endémicas da malaria na Africa, no entanto estes
transtornos psiquiatricos ainda néo estdo bem definidos®®. Uma coorte retrospectiva
baseada na populacdo de Taiwan encontrou uma associacdo entre infeccdo por
enterovirus com aumento do risco de transtornos depressivos em criancas e
adolescentes. O estudo ainda sugeriu que criancas que sofreram agressao
infecciosa no SNC devem receber avaliacdo psicoldgica adequada e

acompanhamento da depress&o®.

A causa da transicdo de um desafio imune para um problema de saude
mental ainda ndo esta claro, no entanto, na literatura ja existe uma forte associagéao
entre a inflamac&o prolongada e a susceptibilidade a depresséo. A acao da microglia
ativando a indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) e macrofagos liberando citocinas
inflamatorias (IL-1B, TNF-a) € um mecanismo chave subjacente a alteracdes do
humor, pois esta associado a mudangas funcionais de neurotransmissores como
serotonina, dopomina e noradrenalina®. Desta forma, ainda é uma questdo de
debate se um estado inflamatério crénico pode contribuir para a etiologia da
depressdo ou se a inflamacdo ocorre como consequéncia de um estado
depressivo. No entanto, a neuroinflamacéo prolongada pode promover a supressao
da neurogénese e neuroplasticidade, aumentando ainda mais o desenvolvimento de
sintomas semelhantes a depressdo, sugerindo que uma inflamacdo prévia pode

11,63

servir de base para o surgimento de quadros depressivos—>°, conforme mostra a

figura 2.



23

Figura 2: Hipotese: Desafio imune na fisiopatologia da depressao.
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A Figura 2 demonstra uma hipotese do envolvimento imune na fisiopatologia do transtorno
depressivo maior, a partir de desafios inflamatérios, infecciosos ou estresse crbnico que podem
resultar na ativacdo da microglia. A microglia ativada produz citocinas pré-inflamatdrias que podem
contribuir para a neurodegeneracéo e distdrbios depressivos através da hiper-ativacéo do eixo HPA e
0 aumento da atividade enzimatica da IDO. A hiperativagdo do eixo HPA leva ao aumento do
hormoénio liberador de corticotrofina (CRH), hormbnio adrenocorticotropico (ACTH) e cortisol que
perturbam a homeostase do neurotransmissor (principalmente serotonérgicos) e a sintese do fator de
crescimento neuronal. A IDO diminui a sintese de serotonina, trocando o equilibrio entre a producgéo
de serotonina do triptofano e a producéo de acido kinurenico e acido quinolinico. O esgotamento da
serotonina leva a sintomas depressivos.

1.1.2 Transtorno depressivo maior

O transtorno depressivo maior € um transtorno psiquiatrico que afeta cerca de
20% de individuos, sendo caracterizado por humor deprimido, anedonia e funcao
cognitiva alterada®. Um estudo de projecdo e um relatério da OMS indicam que o

transtorno depressivo possa se tornar um dos contribuintes mais importantes para o
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carga global de doenca entre 2020 a 2030, sendo a doenca mais incapacitante no
mundo, por causa das limitaces fisicas e mentais®>®. O dltimo relatério da OMS
registrou que ha 322 milhdes de pessoas vivendo com esse transtorno mental no
mundo. A prevaléncia é maior entre as mulheres. O relatorio ainda mostra que a
depressao atinge 5,8% da populagao brasileira, o que represente 11,5 milhdes de
brasileiros®’. A condicdo ainda permanece mal compreendida, apesar de muitos
esforcos, os mecanismos etioldgicos subjacentes a depressdo ainda sdo pouco
claros. Uma razao importante para isso pode encontrar-se na heterogeneidade do
do quadro, tanto em termos das possiveis variacbes nos padrbes de sintomas

quanto na trajetéria®®.

A depressédo esta associada a uma ampla gama de alteracdes em diferentes
sistemas: emocional, cognitivo, psicomotor, neurovegetativo, neuroenddcrino e
neuroquimico. Dessa forma o quadro clinico da depressédo resultaria da complexa
interacdo de processos biologicos (resposta ao estresse, fatores neurotréficos),
psicolégicos (personalidade e relacionamentos pessoais), ambientais (dieta, alcool,
ritmos biolégicos) e genéticos®®. Estudos de imagem cerebral demonstram uma
reducdo de aproximadamente 5% no volume das regides limbicas, principalmente no
hipocampo e no cortex pré-frontal de individuos com transtorno depressivo maior

quando comparados com individuos saudaveis’.

A hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) na depressao é
um dos achados mais consistentes em psiquiatria®®. Um percentual significativo de
pacientes com depressdo apresentam concentracfes aumentadas de cortisol no
plasma, na urina e no fluido cerebrospinal, resposta exagerada de cortisol apoés
estimulacdo com hormoénio adrenocorticotréfico e aumento do volume tanto da
hipéfise como das glandulas adrenais’. Os horménios desempenham um papel
critico no desenvolvimento e expressdo de uma ampla gama de comportamentos.
Um aspecto da influéncia dos horménios no comportamento é a potencial
contribuicdo para a fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos e para 0 mecanismo
de acdo dos psicotropicos, particularmente na depressao maior. De todos 0s eixos
endocrinos, o eixo HPA tem sido amplamente estudado, pois exerce um papel
fundamental na resposta aos estimulos externos e internos. Anormalidades na
funcé@o do eixo HPA tém sido descritas em sujeitos com diagndstico de transtornos

depressivos’?.
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No desenvolvimento da depressdo, alguns biomarcadores encontram-se
alterados, como por exemplo, as citocinas proé-inflamatérias. H4& um aumento dos
niveis plasmaticos de IL-6, IL-1B e TNF-a”®, em contrapartida, os niveis de BDNF
estdo reduzidos’. As caracteristicas da ativacdo do sistema imune no transtorno
depressivo incluem o aumento nos linfécitos circulantes e fagécitos, aumento da
concentracdo sérica de proteinas de fase aguda, como proteina C-Reativa e
aumento da producéo de citocinas pré-inflamatérias. As citocinas pro-inflamatarias,
como a IL-6 e o TNF-qa, reduzem a disponibilidade de triptofano, que por sua vez
diminui a sintese de serotonina, provocando a uma baixa regulacdo dos receptores
pés-sinapticos. Esta alteracdo estd associada a quadros de fraqueza, letargia,
fadiga, perda de apetite e libido reduzida, sugerindo potencial correlacdo entre

depressdo e ativacdo da resposta inflamatéria’™.

Smith (1991) em sua “teoria dos macréfagos na depressdo” associa 0s
transtornos depressivos a citocinas. De acordo com sua teoria, as citocinas pro-
inflamatoérias que sdo responsaveis pela reacdo de fase aguda estdo associadas a
varios aspectos clinicos da depressédo, incluindo hiperatividade do eixo HPA,

alteracdes no metabolismo da serotonina e sintomas neurovegetativos’®’’.

Sintomas de depressdo aparecem apos citocinas pré-inflamatérias serem
produzidas pelo organismo ou administradas de forma exdégena. A progressao
temporal de um quadro inflamatério para um quadro depressivo sugere uma relacéo
causa-efeito e indica que a ativacdo imune pode precipitar a depress&o’®. Varios
sintomas de depressao induzida por inflamacéo se sobrepéem com comportamentos
de doenca, incluindo isolamento do ambiente fisico e social, fadiga, mal-estar,
alteracGes no padréo de sono, falta de interesse em atividades diarias ou prazerosas
(diminuicédo da reatividade a recompensa — anedonia), mudancas no apetite e dores
inexplicaveis’®’®. Além disso, alguns componentes do comportamento da doenca,

como a diminuigdo da preferéncia por solugdes doces e a reducdo da exploracéo

social, séo melhorados pelo tratamento com antidepressivo’®.

Outro fator importante no processo fisiopatolégico dos transtornos
depressivos sdo as neurotrofinas. As neurotrofinas regulam a diferenciacdo e a
sobrevivéncia de neurbnios, modulando a plasticidade e a transmissao sinaptica e

inibindo a morte celular. O BDNF é uma importante proteina membro da familia das
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neurotrofinas que esta presente em abundancia no tecido encefalico, podendo ser
encontrado em neur6nios e plaquetas, sendo capaz de atravessar a BHE®. H& 10
anos, um estudo sugeriu uma hipétese neurotrdfica para etiologia da depressao.
Esta hipotese propbe que a depressdo resulte da diminuicAo do suporte
neurotréfico® e sua desregulacdo resultaria em atrofia neuronal, diminuicdo da
neurogénese do hipocampo e perda das células gliais®*. Embora a diminuicéo de
BDNF possa ndo ser suficiente para causar comportamento depressivo, isto pode
aumentar a susceptibilidade ao transtorno®'. Ha evidéncias da redug&o dos niveis de
BDNF em hipocampo e sangue periférico de sujeitos com diagndstico de
esquizofrenia, depresséao e transtorno de humor bipolar. Em contraste, o tratamento
com antidepressivos ou antipsicoticos foi capaz de prevenir ou, em algumas

circunstancias, reverter o efeito adverso do estresse na via do BDNF,

1.1.4 Modelo animal de Malaria Cerebral
1.15

A avaliacdo da patogénese da MC é limitada, visto que a maior parte dos
dados disponiveis € de estudos de autdpsia, no entanto, estes estudos ndo podem
abordar as possiveis diferencas nos sobreviventes em comparacdo com aqueles
que vao a Obito. Dada esta limitacdo, a maioria dos estudos de patogénese vém

sendo realizados em modelos animais®®.

Foi observado que a linhagem de camundongos C57BL/6 infectados com
Plasmodium berghei ANKA (PbA) manifestam muitas caracteristicas do processo
infeccioso que ocorre em seres humanos, justicando o uso do modelo para MC por
meio das células alteradas que desempenham um papel central na lesdes, as
semelhancas entre antigenos de maléaria definidos em roedores e entre as vias de

resposta imune®*.

Estudos demonstraram que camundongos geneticamente susceptiveis e
infectados com a cepa ANKA podem apresentar angustia respiratéria com acidose
lactica, anemia e nefrite, indicando que os mesmos podem desenvolver

manifestacbes clinicas semelhantes & maléria por Plasmodium falciparum. Estas

linhagens também apresentam sinais neurolégicos e sintomas tipicos da MC (coma,
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paralisia e crise epiléptica), assim como alteragbes cerebrais microscopicas, como

ativacdo de células endoteliais e microglia®.

Vale destacar, que a extrapolacdo dos resultados obtidos no modelo
experimental de MC deve ser realizada com muito cuidado, visto que modelos

animais ndo conseguem reproduzir todas as caracteristicas da doenca humana®



28

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar paramentros relacionados a depressdo em camundongos adultos

submetidos a maléria cerebral no periodo infanto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o consumo de sacarose e o tempo de imobilidade.
e Verificar o peso ponderal.

e Verificar o peso do hipocampo e da glandula adrenal.

e .Analisar niveis séricos de corticoesterona.

e Determinar os niveis de BDNF no hipocampo.

e Determinar os niveis de IL-13 no hipocampo.
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3. METODOS
3.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa € do tipo experimental com uso de um modelo animal. Foi
realizada no Laboratério de Neurociéncias Experimental (LANEX) e no Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade do Sul de Santa Catarina

(UNISUL), campus Pedra Branca.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Neste estudo foi utilizado cloroquina (Farmanguinhos, Brasil); imipramina
(Tofranil, Novartis, Brasil); tampédo fosfato salina (Laborclin, Brasil); kit pandtico
(Laborclin, Brasil); sacarose (Merck, Brasil); balanca digital (Powner, Brasil); balanca
de precisdo (Shimadzu — AUY220, Brasil); centrifuga refrigerada (Solab Cientifica,
Brasil); microscopio (Nikon, Japéo); leitor de microplaca (Perlong Medical DNM-
9602, China); kit ELISA para BDNF e IL-1B (Genese, Brasil); camara de Neubauer

(Boeco, Alemanha).
3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 58 camundongos machos, da linhagem (C57BL/6), que ndo
possuiam qualquer anormalidade anatbmica, funcional/doencas ou machucados,
pesando entre 15 e 18g, com 21 dias de vida, provenientes do biotério de criacdo da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os animais foram mantidos no biotério experimental do LANEX-UNISUL,
sendo mantidos em 5 animais por caixa, sob regime ciclico de 12 horas de luz e 12
horas de escuro (luzes ligadas as 6h e desligadas as 18h) e com livre acesso a
comida e agua. O ambiente foi mantido a temperatura de 22 + 2° C. Os animais
foram aclimatados aos laboratérios por pelo menos 1h antes dos procedimentos,
qgue foram realizados entre 8h e 12h.

O numero de animais por grupo foi calculado em n=8. A féormula empregada

para o célculo foi a equacdo n/grupo=2[(Za/2 +ZB) X d/AJ%, para comparacdo de
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duas médias, considerando-se o poder de teste de 80%, o nivel de significancia de
5%, o desvio padrdo de 12,5% a partir de registros de estudos anteriores e o valor
da diferenca a ser detectada igual a 18%.

Entende-se, portanto, que o numero de pelo menos 8 animais deve ser
utilizado em cada grupo experimental para ser possivel identificar que as conclusfes
dos experimentos sejam validas, dentro de um risco aceitavel de ndo observar
diferencas onde elas existam, nem tdo pouco estar observando diferencas onde elas
nao existam. Para seguranca e confiabilidade dos dados, foi utilizado 10 animais por

grupo neste estudo.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.4.1 Infeccéo

Primeiramente, dois animais (animais de passagem), receberam 200ul de
sangue infectado, tendo por finalidade a replicacdo do Plasmodium berghi ANKA até
atigir a parasitemia de 10%. O sangue infectado utilizado neste estudo € proveniente
da Fundacdo Oswaldo Cruz. Com relacdo a medidas de biosseguranca, vale
ressaltar que o agente biolégico utilizado no estudo pertence a Classe de risco 1
(baixo risco), desta forma ndo demonstra capacidade comprovada de causar doenca

no homem ou animais adultos sadios®’.

A partir dos animais oriundos do procedimento de passagem, foi coletado
sangue na ponta da cauda do animal para realizar o esfregaco em laminas
histol6gicas. As laminas foram coradas pelo método Romanowsky e posteriormente
avaliado a parasitemia em microscoépio 6ptico. A parasitemia foi analisada em pelo
menos 3 quadrantes da lamina, cada campo contendo 100 hemécias e dentro deste
campo foi contabilizado numero de heméacias infectadas. Resumidamente, o0s
valores da paresitemia sdo realizados de acordo com a quantidade de hemacias
infectadas e percentagem que representa o total de heméacias no campo. O animal
gque apresentou parasitemia desejada, entre 10-20%, foi anestesiado e coletado o

sangue™.
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O sangue coletado foi diluido em microtubos na proporcdo de 1:1000, sendo
1ul de sangue para 1000ul de PBS. ApoOs a diluicdo, 10 yL da solugdo foram
aplicados na camara de Neubauer e o numero de células foi contado. O nimero de
células/mL foi avaliado pela seguinte féormula: N=cel x 5 x 10° x 10%= célula/mL.
Onde: Cel = Numero total de células contadas em 5 quadrantes multiplicados por 5
(para dar 25 quadrantes), multiplicado pela diluicdo da amostra (1000) e por quantas
vezes o0 liquido é diluido na camara (10.000). Ap6s a contagem, foi calculado o

volume de sangue necessario para inocular 10° hemacias parasitadas.

Cada animal foi infectado com Plasmodium berghei ANKA, a partir da injecao
de 100pL contendo 10° hemacias parasitadas, via intraperitoneal. A parasitemia foi
observada no 3° e 6° dia poés-infeccdo por confeccdo de laminas histologicas
coradas. No 6° dia pos-infecgdo os animais receberam uma dose diaria de
cloroquina (antimalarico), na dose de 25 mg/kg, por gavagem, uma vez por dia,
durante 7 dias. O tratamento com cloroquina se faz necessario para garantir a
sobrevivéncia dos animais com MC, visto que o farmaco reduz a parasitemia. Ja foi
observado que camundongos C57BL/6 infectados com o Plasmodium berghei ANKA

apresentam altas taxas de mortalidade entre o 7° e 10° dias pés-infeccdo™,

3.4.2 Delineamento do experimento

Apés a inducdo, os animais foram distribuidos em quatro grupos
experimentais > G1: RBC+PBS; G2: RBC+IMIPRAMINA; G3: PbA+PBS; G4:
PbA+IMIPRAMINA. Os grupos RBC receberam 10° hemécias né&o-infectadas
(animais do grupo controle). Os grupos PbA foram animais infectados com 10°
hemacias parasitadas provenientes dos animais de passagem.

Inicialmente foi necessario identificar se existe diferenca nos parametros
relacionados a depresséao entre os grupos G1 e G3, e a partir destas, verificar se tais
parametros seriam revertidos com a imipramina, nos grupos G2+G4.

Os animais dos grupos G2 e G4 iniciaram o tratamento com imipramina
guando completarem 46 dias de vida, na dose de 10 mg/kg, via intraperitoneal, uma

vez por dia, durante 14 dias. O tratamento com imipramina (antidepressivo) foi
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utilizado para validar os parametros relacionados a depressao, garantindo a validade

preditiva que um modelo animal de depresséo exige®*®°.

Ao completarem 60 dias de vidas, todos os animais foram avaliados pelos
seguintes parametros: comportamento relacionado a depressdo (suspensdo da
cauda), comportamento anedodnico (preferéncia por solucado de sacarose durante 24
horas), perda de peso, peso da glandula adrenal, niveis de corticoesterona, niveis
de BDNF e de IL-1B no hipocampo.

O peso corporal dos animais foi avaliado no dia da infec¢éo e apos o teste de
anedonia. Ao fim do teste de anedonia, os animais foram anestesiados e realizada a
puncdo cardiaca para retirada do sangue. O sangue foi centrifugado e o plasma
utilizado para dosagem dos niveis de corticoesterona. Na sequéncia 0s animais
foram submetidos a morte indolor assistida (MIA), a glandula adrenal foi dissecada e
pesada. O hipocampo também foi dissecado, pesado, homogeneizado e mantido no

freezer -80°C para posterior analise dos niveis de BDNF e IL-1[3.

Figura 3: Etapas do Experimento
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3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Avaliagéo do peso ponderal

O peso corporal dos animais foi avaliado em gramas no inicio do experimento

e ap6s o teste de anedonia em uma balanca de peso simples®’.

3.5.2 Preferéncia por solugao de sacarose

Para determinar a melhor concentracdo de sacarose foram utilizados 18
animais, sendo estes divididos e expostos a seis doses diferentes. As doses
utilizadas foram de 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5% e 3%, a partir da curva de preferéncia
dos animais, a melhor concentracdo de sacarose foi utilizada. Esta andlise foi
realizada com a exposicdo do animal a solucdo de sacarose durante 24 horas,
sendo que nado havera privacao de agua e comida para a realizacédo do teste.

A preferéncia de sacarose foi medida por meio da pesagem das garrafas de
adgua e de sacarose antes do teste e apds 24 horas, usando a diferenca para o

calculo da preferéncia de sacarose, que é feita através da equacao abaixo:

% preferéncia de sacarose = consumo total de sacarose x 100 / consumo total (H20 + sacarose).

O parametro utilizado foi o estabelecimento da curva de preferéncia dos

animais, e a partir disto a melhor concentracéo foi estabelecida®®.

3.5.3 Teste de suspensao pela cauda

O teste baseia-se na observacdo e contabilidade do tempo total de
imobilidade do animal durante 6 minutos. No momento da avaliagdo, o0s
camundongos sao isolados em uma plataforma, sendo suspensos pela cauda a uma
altura de 35cm do chéo, utilizando uma fita adesiva colocada a aproximadamente
1cm da ponta da cauda. E proposto que substancias com atividade antidepressiva

diminuem o tempo de imobilidade dos animais neste teste®.
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3.5.4 Avaliagao do peso do hipocampo e da glandula adrenal

O hipocampo e a glandula adrenal foram dissecados e avaliados em gramas,

por uma balanca de precisdo®.

3.5.5 Avaliacédo dos niveis séricos de corticoesterona

Os animais foram anestesiados e as amostras de sangue foram coletadas
através de puncéo cardiaca®™. O sangue coletado foi depositadas em microtubos
que foram submetidos a centrifugacdo a 4.000 rotacdes por minuto durante 10
minutos. Para as dosagens dos niveis plasmaticos de corticoesterona, as amostras
foram coletadas com anticoagulante (heparina). Apds a centrifugacdo, o plasma foi

armazenados em freezer a -80°C.

3.5.6 Avaliacédo dos niveis de BDNF e IL-1B em tecido hipocampal

Apos a MIA, o hipocampo foi homogeneizado e armazenado no freezer -80°C
para posterior analise bioquimica®. Os niveis de BDNF e de IL-1p no hipocampo
foram mensurados por um kit ELISA sanduiche anti-BDNF e -IL-1, de acordo com
as instrucbes do fabricante. Resumidamente, o hipocampo foi homogeneizado em
solucédo tampéo de fosfato com 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo, e 1 mM de
EGTA. As placas de microtitulacdo de 96 pocos (de fundo plano) foram revestidas
durante 24 horas com as amostras diluidas 1:2 em diluente de amostra e padrdo de
curva.. Os pocos foram em seguida lavados quatro vezes com diluentes de amostra
e um anticorpo de coelho anti-BNDF e anti-IL-13 monoclonal diluido a 1: 1000 em
diluente da amostra foi adicionado a cada poco e incubado durante 3h a temperatura
ambiente. Ap6s a lavagem, um anticorpo peroxidase anti-coelho conjugado (diluido
a 1: 1000) foi adicionado a cada poco e incubado a temperatura ambiente durante
1h. A quantidade de BDNF e IL-1p foram determinada por absorbancia a 450 nm. A
curva padrdo demonstra uma relacdo direta entre a densidade Optica e concentracao
de BDNF e IL-1B. A proteina total no hipocampo foi medida pelo método BCA,

utilizando albumina de soro bovino como um padrao.
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3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.

VARIAVEIS TIPO NATUREZA UTILIZACAO
Infecgdo MC Independente Qualitativa — Nominal Dicotémica Sim / Néo
Cloroquina Independente Qualitativa — Nominal Dicotdmica Sim / N@o
Imipramina Independente Qualitativa — Nominal Dicotémica Sim / Néo
Peso corporal Dependente Quantitativa — Continua Gramas
Comportamento Dependente Quantitativa — Continua Gramas/ml
depressivo - Aneddnico
Comportamento Dependente Quantitativa — Continua Segundos
depressivo - Imobilidade
Peso do hipocampo / Dependente Quantitativa — Continua Gramas
glandula adrenal
Concentracdes de Dependente Quantitativa — Continua ng/ml
Corticoesterona
Concentragfes de Dependente Quantitativa — Continua pag/ml
BDNF
Concentrag@es de IL-1B Dependente Quantitativa — Continua pg/mi

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

ApOs a coleta dos dados foi realizado um teste de normalidade (Shapiro-Wilk)
para caracterizagdo dos dados. Como os dados foram parameétricos, os resultados
foram apresentados como a média e desvio-padrao. A analise estatistica dos dados
entre os grupos foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via.
Quando o valor de p foi significativo, compara¢gdes post hoc foram feitas pelo teste

de Tukey. A significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram realizados
de acordo com recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de
laboratério, além das recomendacdes para o uso de animais da Sociedade Brasileira
de Neurociéncias e comportamento (SBNeC). Este projeto foi submetido a comissao
de ética no uso de animais experimentais (CEUA) da UNISUL, conforme registro

18.001.4.01.1V e so foi executado ap0Os a sua aprovacao.
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4. RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA MELHOR CONCENTRACAO DE SACAROSE

No teste para a determinagdo da melhor concentragdo de sacarose, foram
oferecidas solucdes em diferentes concentragdes, que variaram entre 0,5% a 3,0%.
A partir disso, foi estabelecida a curva de preferéncia de sacarose, no qual um
consumo entre 50% e 70% foi considerado a melhor concentracdo. Foi observado
gue a melhor concentracéo foi a de 1% de sacarose, pois se manteve entre 50% e
70% (Figura 4). Esta concentracao foi a utilizada na avaliagdo da preferéncia por

sacarose.
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Figura 4. Determinacdo da concentracdo ideal de sacarose. Os dados foram expressos por
média e desvio padrdo (n=20). Concentracdo ideal definida por consumo preferencial de
sacarose de 50-70% dos animais, ou seja, 1%.

4.2 AVALIACAO DA PREFERENCIA POR SACAROSE

A Figura 5 demonstra os resultados obtidos ap6s o teste de anedonia,
através do consumo de sacarose. Foi possivel observar que os animais expostos a
MC no periodo infanto ndo apresentam diferenca significativa entre os grupos
avaliados neste estudo, ou seja, ndo presentaram um comportamento aneddnico

guando adultos.
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Figura 5: Teste de anedonia através da preferéncia por consumo de sacarose.
Dados expressos em média e desvio padrdo. ANOVA de uma via post-hoc tukey.
p>0,05.

4.3 AVALIACAO DA IMOBILIDADE

A Figura 6 representa os resultados obtidos apds a realizacdo do teste de
suspensao pela cauda, utilizado para avaliar o tempo de imobilidade. Pode-se
observar que os animais do grupo PbA+PBS apresentaram um aumento significativo
no tempo de imobilidade quando comparados aos animais do grupo RBC+PBS
(F(3,63=36.98; p<0,0001). Com o uso da imipramina, os animais expostos a MC no
periodo infanto reduziram significativamente o tempo de imobilidade quando
comparados aos animais que também foram expostos a MC, mas nao receberam
imipramina (F3,63=-36.98; p<0,0001).
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Figura 6: Imobilidade através do teste de suspensao pela cauda. Dados expressos
em média e desvio padrdo. ANOVA de uma via post-hoc tukey. *=p<0,05 vs.

PBS+RBC; #=p<0,05 vs. PbA+PBS.

4.4 AVALIACAO DO PESO PONDERAL

A Figura 7 expbe os resultados da mensuracdo do peso ponderal dos
animais no inicio e no final do experimento, quando 0s animais expostos a MC
completaram 60 dias de idade. Pode-se observar que todos 0s animais ganharam
peso, no entanto, 0s animais expostos a MC no periodo infanto ndo apresentam

diferenca significativa entre os grupos avaliados neste estudo com relacdo ao peso

ponderal.
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Figura 7: Avaliacdo do peso ponderal. Dados expressos em média e desvio padréo.

ANOVA de uma via post-hoc tukey. *=p<0,05 vs. Inicial;

4.5 AVALIACAO DO PESO DA GLANDULA ADRENAL

A Figura 8 refere-se aos dados obtidos apos a avaliacao do peso da glandula
adrenal. Demonstrou-se que a exposicdo a MC no periodo infanto foi capaz de
aumentar significativamente o peso da glandula adrenal quando comparado aos
animais controles (F361)=12.27; p<0,0001). Em contrapartida, quando se observa o

grupo de animais expostos a MC que receberam imipramina ha uma reducao
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significativa do peso da glandula adrenal em comparacdo ao grupo de animais
expostos a MC que néo receberam imipramina (F1)=12.27; p<0,0001).
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Figura 8: Avaliacdo do peso da glandula adrenal. Dados expressos em média e
desvio padrdo. ANOVA de uma via post-hoc tukey. *=p<0,05 vs. PBS+RBC;
#=p<0,05 vs. PbA+PBS.

4.6 AVALIACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE CORTICOESTERONA

A Figura 9 demonstra os resultados da quantificacdo dos niveis séricos de
corticoesterona. Foi possivel observar um aumento significativo dos animais
submetidos a MC quando comparado ao grupo de animais do grupo RBC
(F3.24=109.0; p<0,0001). Ja os animais com MC que receberam imipramina
apresentaram uma diminuicdo significativa nos niveis de corticoesterona quando

comparado ao grupo exposto a MC que ndo recebeu imipramina (Fs24-109.0;
p<0,0001).
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Figura 9: Avaliac@o dos niveis plasmaticos de corticoesterona. Dados expressos em
meédia e desvio padrdo. ANOVA de uma via post-hoc tukey. *=p<0,05 vs. PBS+RBC;
#=p<0,05 vs. PbA+PBS.

4.7 AVALIACAO DO PESO DO HIPOCAMPO

A Figura 10 demonstra os dados obtidos ap6s a mensuragdo do peso do
hipocampo. Pode-se observa-se que a exposicdo a MC no periodo infanto foi capaz
de reduzir significativamente o peso do hipocampo quando comparado aos animais
RBC (F,47)=5.862; p=0,0017). Quando se observa o grupo de animais submetidos a
MC que receberam tratamento com imipramina na vida adulta durante 14 dias, ha
um aumento significativo do peso do hipocampo em comparagdo ao grupo de

animais expostos a MC que néo receberam imipramina (F 47)=5.862; p=0,0017).
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Figura 10: Avaliacdo do peso do hipocampo. Dados expressos em média e desvio
padrdao. ANOVA de uma via post-hoc tukey. *=p<0,05 vs. PBS+RBC; #=p<0,05 vs.
PbA+PBS.

4.8 AVALIACAO DOS NIVEIS DE BDNF EM TECIDO HIPOCAMPAL

A Figura 11 expbe os valores referente aos niveis de BDNF em tecido
hipocampal. Pode-se observar que os animais expostos a MC na fase infanto
possuem uma reducdo significativa quando comparados com o grupo de animais
que receberam apenas o RBC (F32-6.503; p=0,0015). Porém, ao comparar 0s

animais expostos a MC que receberam tratamento com imipramina durante 14 dias
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com os animais que também foram expostos a MC, mas que ndo receberam a
imipramina (F 32)-6.503; p=0,0015), foi possivel observar um aumento dos niveis de
BDNF.

PBS mi

RBC PbA

Figura 11: Avaliacdo dos niveis de BDNF em tecido hipocampal. Dados expressos
em meédia e desvio padrdo. ANOVA de uma via post-hoc tukey. *=p<0,05 vs.
PBS+RBC; #=p<0,05 vs. PbA+PBS.

4.9 AVALIACAO DOS NIVEIS DE IL-18 EM TECIDO HIPOCAMPAL

A Figura 12 apresenta os dados obtidos na avaliacdo dos niveis de IL-1B em
tecido hipocampal. E possivel observar que o0s niveis de IL-B estdo
significativamente elevados nos animais que foram expostos a MC quando
comparados com os animais RBC (F3,16=14.69; p<0,0001). Entretanto, nos animais
expostos a MC gue receberam imipramina nao foi possivel observar uma reducéo
significativa quando comparado aos animais que também foram expostos a MC mas

que nao receberam o tratamento com a imipramina (F s 16=14.69; p<0,0001).
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Figura 12: Avaliacdo dos niveis de IL-1B8 em tecido hipocampal. Dados expressos
em média e desvio padrdo. ANOVA de uma via post-hoc tukey. *=p<0,05 vs.
PBS+RBC.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que camundongos adultos submetidos a MC
no periodo infanto apresentam parametros relacionados a depressao verificados
através de: 1) maior tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda; 2)
hiperativagéo do eixo HPA pelo aumento no volume da glandula adrenal e elevado
nivel de corticoesterona; 3) reducédo do volume do hipocampo; 4) elevado nivel de
IL-18 em tecido hipocampal; 5) reducéo do nivel de BDNF em tecido hipocampal.
Dentre os parametros avaliados neste estudo, somente os niveis de IL-1B ndo foram
revertidos com o uso do antidepressivo imipramina. Destaca-se ainda que 0 peso
ponderal dos animais e o teste de preferéncia por sacarose também foram
avaliados, no entanto, ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos de

estudo.

De acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5), a anedonia pode ser definida como interesse ou prazer diminuido em
resposta a estimulos que foram previamente percebidos como recompensadores®.
Em modelo animal, a anedonia pode ser avaliada através do consumo de sacarose

e tem sido estudada a partir de diferentes modelos®®%+9>

. Neste estudo, pode-se
observar que ndo houve alteragdo no comportamento aneddnico nos animais
adultos submetidos a MC no periodo infanto. Burstein e colaboradores (2017)%
demonstraram que o estresse crénico variado induziu menos consumo de sacarose,
caracterizando um comportamento anedénico nos animais. Comim e colaboradores
(2010)* demonstraram que animais adultos submetidos & sepse apresentaram
anedonia 14 dias ap6s a inducdo. Ja o estudo de Zhu e colaboradores (2017)%
observou que camundongos com 60 dias de idade expostos ao LPS exibem
comportamentos relacionados depressdo como déficit de memodria, anedonia e
maior tempo de imobilidade nos testes de nado forcado e suspenséao pela cauda. Os
autores atribuiram estes resultados a um possivel processo neuroinflamatério. Vale
destacar que a anedonia é um sintoma isolado e ndo um estado psicopatoldgico, ao
contrario da depressédo da qual ela pode ser um componente, mas que requer a

associacao de varios outros componentes para atender um diagnéstico®®.
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O diagnéstico de um episodio de depressdo requer que cinco ou mais
sintomas estejam presentes dentro de um periodo de duas semanas, sendo que um
dos sintomas deve ser, pelo menos, o humor deprimido®. Um comportamento
caracteristico da depressdo € o desamparo aprendido, que em modelo animal pode
ser observado através do tempo de imobilidade, no qual se caracteriza através da

economia de energia®®.

Neste estudo foi observado que os animais submetidos & MC apresentaram
um tempo de imobilidade significativamente maior quando comparado ao grupo
controle e ao grupo que foi tratado com imipramina. Este dado esta de comum
acordo com outros achados da literatura, visto que o mesmo resultado foi
encontrado em camundongos submetidos ao modelo de estresse cronico
imprevisivel leve, sendo o maior tempo de imobilidade revertido apds a admiracéo
de antidepressivos®. Dados semelhantes também foram encontrados nos animais
expostos ao LPS com dois dias de vida. Estes animais apresentaram maior tempo
de imobilidade e alteracdes na memaria e no aprendizado quando avaliados na vida
adulta, apoiando a hip6tese de que a ativacdo imune neonatal pode apresentar
repercussdes de longo prazo'®. O estudo de Liu e colaboradores (2018)*
observaram que a isquemia, utilizando o modelo de oclusdo da artéria carétida
interna bilateral, causou um comportamento relacionado a depressdo em
camundongos avaliados no teste de natagao forcada e no teste de suspenséo pela
cauda. Essas alteracfes foram associadas a apoptose celular nas regides cerebrais
de regulacdo emocional, incluindo hipotalamo, mesencéfalo, cortex pré-frontal e

hipocampo. Por fim, Reis e colaboradores (2010)'%?

verificaram que animais adultos
submetidos a MC utilizando o mesmo plasmodio, 15 dias apdés a inducao
apresentaram um aumento do tempo de imobilidade associado a alteracbes nos
processos de aprendizado e memdria. Estes achados, associados aos encontrados
neste estudo, sdo uma forte evidéncia de que a MC pode provocar alteracdes

significativas no encéfalo associadas a depressao.

Uma coorte realizada no Hospital de Mulago, entre 2008-2014, analisou
criancas entre 18 meses e cinco anos de idade que foram diagnosticas com MC
apos uma semana da alta hospitalar e acompanhou durante 2 anos. A avaliagdo
ocorreu por meio do CBCL pré-escolar, onde as criangas pontuam nas seguintes

escalas: reatividade emocional; ansiedade-depressdo; queixas somaticas;
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retraimento; problemas com sono; problemas de atencdo-hiperatividade e
comportamento agressivo. A conclusdo do estudo forneceu evidéncias que 0s
problemas comportamentais sdo maiores em criancas com MC do que em criancas
saudaveis na mesma comunidade e que os problemas comportamentais persistem
ao longo do tempo. Destacaram ainda que, possivelmente, os cuidados intensivos e
procedimentos invasivos experimentados pelas criangas tenham desempenhado um

papel no desenvolvimento subsequente de problemas comportamentais*®3.

7

Outro parametro relacionado a depressao é a alteracdo de peso. As
mudancas no peso, associadas a depressao, sdo um fendbmeno complexo e podem
ser influenciadas por fatores especificos da doenca, como alteracdes no apetite, na
atividade fisica e por fatores especificos ligados a algumas classes de
antidepressivos'®. A relacdo entre peso corporal e depressdo tem sido alvo de
muitos pesquisadores, visto que os resultados obtidos até o momento sdo muito
controversos. Alguns autores defendem que a depressdao tem um impacto
significativo tanto na perda de peso quanto no ganho. J& outros demonstraram que
os sintomas depressivos estdo associados apenas a perda de peso’®*%1% E por
fim, ainda h& autores que ndo observaram nenhuma associacdo entre o indice de
massa corporal e sintomas depressivos'®'%. Nesse estudo, os animais submetidos
a MC no periodo infanto ndo apresentaram peso ponderal significativamente maior
ou menor quando comparado aos animais controles, ou seja, todos 0S grupos
estudados ganharam peso significativamente. Entretanto, é importante destacar que
a ingestao de alimentos nao foi avaliada. Em modelos animais de depressao, sabe-
se que administracdo de LPS induz a perda de peso. Lawson e colaboradores
(2013)*° demonstraram que a administracdo sistémica de LPS em camundongos
com 10 semanas de idade alterou o comportamento alimentar e a ingestdo de

alimentos e consequentemente o peso ponderal.

Neste contexto, a depressdo tem sido frequentemente associada a
hiperatividade do eixo HPA, visto que o0s corticosteroides (isto €, cortisol em
humanos e corticosterona em roedores), produto final do eixo HPA, atravessam
facilmente a BHE para afetar a funcgéo cerebral e, portanto, o comportamento™*. A
hiperativagdo do eixo HPA é modulado pela secrecdo do CRH no hipotalamo, que
ativa o ACTH na hipdfise e este estimula a secre¢cdo de cortisol pela glandula

adrenal, provocando um aumento dos niveis de glucocorticbides, bem como a
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interrupcdo dos mecanismos de feedback negativo através da diminuicdo, expressao
e funcdo dos receptores de glicocorticéides'****3, Uma resposta neuroendécrina ao
estresse é essencial para uma adequada resposta de enfrentamento e posterior

recuperacdo das ameacas que perturbam a homeostase.

Desta forma, a ativacdo do eixo HPA fornece o suporte metabdlico para a
resposta ao estresse, mobilizando a energia armazenada, suprimindo a resposta

imune e potencializando efeitos mediados simpaticamente**.

Embora seja uma
resposta altamente adaptativa, a elevada liberacdo de corticosteroides, como
consequéncia da exposicdo ao estresse extremo ou crénico, pode ser prejudicial ao
organismo e contribuir para um estado psicopatolégico'®. Davis e colaboradores
(1997)*° investigaram os efeitos das citocinas no eixo HPA e sua relacdo com
individuos com diagndstico de malaria. No total foram nove pacientes, sendo que
destes, trés individuos tiveram MC. Em conclusdo, o estudo demonstrou
concentracfes plasmaticas significativamente maiores de IL-6, de receptor para IL-6
e TNF-a em soro de individuos com diagnéstico de MC, no entanto, as
concentracdes basais de cortisol sérico estavam amplamente distribuidas, visto que
foi observados concentracdes significativamente maiores nos paciente, mas também

niveis dentro da faixa de controle.

Neste estudo, foi observado que animais submetidos a MC no periodo infanto
apresentaram alteracfes nas medidas neuroenddécrinas, como aumento do volume
da glandula adrenal e elevado nivel de corticoesterona no plasma, sugerindo uma
correlacdo positiva com os demais estudos. Resultado semelhante foi demonstrado
por Doosti e colaboradores (2013)*7, que encontraram altos niveis de
costicoesterona e associaram a exposi¢ao de camundongos neonatos ao LPS com o

comportamento relacionado & depress&o. Marzzani (2018)*®

, em sua dissertacéo de
mestrado, também verificou que camundongos expostos ao LPS com apenas dois
dias de vida, apresentaram comportamento aneddnico associado a um aumento do
tempo de imobilidade, um aumento do peso ponderal da glandula adrenal e a niveis
elevados de corticoesterona em plasma 60 dias ap0s o nascimento. Outro achado
consistente deste mesmo estudo foi a diminuicdo do peso do hipocampo em longo

prazo.
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7

O volume reduzido do hipocampo é um dos achados morfolégicos mais
consistentes nos transtornos de humor'*®. Diversos fatores implicam o hipocampo na
patogénese devido a alta sensibilidade ao estresse'®. Neste sentido, uma
metanalise de 32 estudos por ressonancia magnética confirmou a diferenca no
volume hipocampal entre sujeitos com o diagnéstico de depressdo e seus
controles'®*. Neste estudo destacou-se a acentuada reducdo no volume do
hipocampo nos animais adultos submetidos a MC no periodo infanto, bem como a
reversao deste parametro apos 14 dias de tratamento com imipramina. Em um artigo
de revisdo foram descritos véarios estudos sobre a relagdo da ativagdo imune no
inicio da vida e alteracdes no hipocampo durante o desenvolvimento e na vida
adulta. Dentre as alteracfGes estdo a reducdo da sobrevivéncia de neurbnios recém-
gerados, diminuicdo do recrutamento de novos neurbnios e na proliferacdo de

células progenitoras e diferenciacdo neuronal no hipocampo adulto'?.

Logo,
observa-se que a reducdo do volume do hipocampo esta relacionada a atrofia, morte
neuronal e reducdo da neurogénese. Estudos mostram que o tratamento com
antidepressivos a longo prazo podem promover a neurogénese e, portanto,
normalizar o volume do hipocampo e aumentar a sintese de fatores neurotroficos

como o BDNF1?3124,

O BDNF é considerado o fator neurotréfico mais prevalente no SNC,
responsavel pela sobrevivéncia neuronal e plasticidade sinaptica, portanto, a falha
de tais mecanismos pode aumentar a suscetibilidade a desafios ambientais, como o
estresse'®% Esta neurotrofina esta envolvida na regulacdo de certas formas de
comportamento, visto que possui a capacidade de estimular a neurogénese e
restaurar a atividade funcional, principalmente quando interage com o sistema
serotoninérgico®’. Molendijk e colaboradores (2014)**® concluiram em uma
metanalise que 0s niveis séricos de BDNF estavam reduzidos em sujeitos com
diagnéstico de depressao e que, apds um curso de tratamento com antidepressivos,
houve um aumento destes niveis. Comim e colaboradores (2012)*?° demonstraram
gue animais submetidos a MC quando adultos apresentaram baixos niveis de BDNF
em hipocampo 15 dias apdés a indugdo. Outro achado interessante é que este

resultado estava associado a alteragbes na memoria e no aprendizado.

130

Bangirana e colabodores (2016)" avaliaram a capacidade neurocognitiva de

80 criancas diagnosticadas com MC, com idade entre 18 meses e 4 anos, a
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avaliacdo ocorreu uma semana apos alta hospitalar e 0 acompanhamento durou um
ano, utilizando as escalas de Mullen, os escores para este estudo foram motor fino,
motor grosso, recepcao visual, linguagem receptiva e linguagem expressiva, em
conclusao, o estudo demonstrou que os escores foram significativamente menores
em todas as areas para criancas com MC em comparacdo com criancas do grupo

controle.

O hipocampo é uma das principais estruturas cerebrais responsaveis pela
formacdo da memoria e pela resposta emocional, sendo suscetivel a Vvarios
estressores exodgenos e enddgenos, mudancas em sua estrutura e funcdo sao
cruciais para o desenvolvimento de transtornos do humor, visto que € também uma
das principais regides do cérebro onde o BDNF exerce sua atividade®*''%?, Neste
estudo, as concentragdes de BDNF foram avaliadas em tecido hipocampal e
verificou-se que os animais induzidos a MC no periodo infanto apresentam uma
significativa reducdo dos niveis de BDNF na vida adulta, sendo este parametro
revertido apds a administracdo de imipramina durante 14 dias. O mesmo resultado

foi encontrado no estudo de Lim e colaboradores (2018)**

, onde camundongos com
comportamento depressivo induzido por dexametasona apresentaram reversao dos
niveis de BDNF no hipocampo ap6s administracdo de um extrato padronizado que

possuia efeitos semelhantes aos antidepressivos.

Um grupo de estudos da Universidade Federal de Minas Gerais publicou dois
estudos sugerindo um envolvimento dos mediadores inflamatérios nos sintomas
neuropsiquiatricos encontrados em animais infectados com PbA, Miranda e
colaboradores (2011; 2015)****3> demonstraram uma reducéo da neurogénese e um
aumento significativo de apoptose no hipocampo de camundongos expostos a MC
com 40 dias de idade. Tais analises foram realizadas cinco dias apés o foco
infeccioso, quando também identificaram a presenca de declinio cognitivo e
comportamento semelhante a ansiedade. Estes eventos foram associadas a uma
reducdo significativa na expressdo de mRNA do BDNF e niveis elevados das
citocinas pro-inflamatorias IL-13 e TNF-a em hipocampo.

Outro achado consistente neste estudo foi 0 aumento dos niveis de IL-13 em
tecido hipocampal nos animais adultos submetidos a MC no periodo infanto. As
citocinas sdo conhecidas por influenciar tanto no desenvolvimento neuronal quanto a

apoptose. Niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias podem diminuir a
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proliferacéo celular no hipocampo e diminuir os niveis sistémicos de BDNF, cenério
este que pode influenciar negativamente a neurogénese e a neuroplasticidade e
ainda favorecer o desenvolvimento de sintomas neuropsiquiatricos®*®. Outra
consequéncia dos niveis altos desta citocina no SNC é a ativacdo microglial
persistente e a diminuicdo da sintese de fatores neurotéficos, como o BDNF'*’,
Neste sentido, ha um grande interesse nos efeitos das citocinas no cérebro em

desenvolvimento e no comportamento a longo prazo*.

7

A neurogénese € um processo altamente plastico conhecido por ser
influenciado por estimulos negativos como o estresse e a inflamacédo. No estudo de
Smith e colaboradores (2013)'*, a inflamacéo sistémica experimental durante o
periodo pdés-natal induziu uma alteracdo prolongada no estado inflamatério do
hipocampo. Tal resultado sugere que a administracdo de LPS pode reduzir a reserva
de plasticidade do hipocampo e desta forma aumentar a suscetibilidade a insultos
secundarios e facilitar o aparecimento de patologias posteriores. A reducdo da
neurogénese também foi observada em ratos com trés semanas de idade que foram
expostos a um modelo de meningite. Esta reducdo foi associada a baixos niveis
BDNF no hipocampo, visto que apds a administracdo exdégena de BDNF foi possivel
observar o aumento da neurogénese na regido™*. De acordo com uma revisdo de
Castrén e Rantamaki (2009)**', é possivel afirmar que pelo menos parte da
fisiopatologia dos transtornos do humor possa estar associada a experiéncias
adversas ocorridas durante o periodo pds-natal, podendo levar a uma reorganizacao

desfavoravel das redes corticais ao longo da vida.

Alguns estudos vém contribuindo de forma relevante para o entendimento da
etiologia e das deficiéncias neurocognitivas na infeccdo por malaria. No entanto,
ainda néo esta clara a relacdo entre a neuroinflamacéo induzida pelo Plasmodium e
0S comprometimentos neurocognitivos. Neste sentido, o estudo de Guha e
colaboradores (2014)**? demonstrou em um modelo animal de MC que a
neurogénese poderia ser afetada pela ativacdo da microglia. Da mesma forma,

Reverchon e colaboradoeres (2017)'*

, revelam que apos a infeccdo por PbA, a
sintese microglial de IL-1p afeta a neurogénese e resulta em prejuizos cognitivos ao
longo da vida, hipotetizando ainda um papel para a via da IL-1 ndo apenas na
resposta imune que leva ao desenvolvimento da MC experimental, mas também na

resposta inflamatéria do SNC. Outro estudo evidenciou que camundongos com 40
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dias de idade, deficientes em IL-10 e infectados com Plasmodium chabaudi ja
apresentam sintomas comportamentais e neurolégicos acompanhados por um

processo neuroinflamatério 14 dias ap6s o foco infeccioso™**.

Um estudo de coorte dos efeitos do TNFa no neurodesenvolvimento de
criancas com MC foi realizado no Hospital de Mulago, entre 2008 e 2015, com
criangas entre 18 meses e 12 anos de idade. Estas criancas foram avaliadas uma
semana apdés a alta hospital e, em seguida, aos 6 e 12 meses apos, utilizando
Escalas de Mullen e a Bateria de Avaliacdo Kaufman para avaliar a habilidade
cognitiva, o teste de vigilancia infantil para avaliar a atencdo e o modelo de Lauria
para avaliar o processamento sequencial, simultaneo, capacidade de aprendizagem
e de planejamento. Em conclusdo, os niveis plasméticos de TNF-a foram quatro
vezes maiores nas criancas com MC em comparagao aos controles e em criangas
25 anos de idade, niveis elevados de TNF-a no liquido cefalorraquidiano estavam

associados a valores mais baixos de escore para cognicdo geral**>.

E importante destacar que as citocinas em um estado fisioloégico estdo
envolvidas na manutengcdo da integridade neuronal. Nesse sentido, os efeitos
prejudiciais sob condi¢cdes patolégicas e o impacto na neurogénese dependem
diretamente da sua concentracdo, visto que a principal consequéncia de uma
desregulacdo dos niveis de citocinas no cérebro é a producdo de moléculas
inflamatorias, oxidativas e nitrosativas que podem afetar a neurogénese e a
homeostase neural**®**’. Um crescente corpo de evidéncias sugere que a ativagéo
da resposta imune apds infeccdo sistémica frequentemente resulta em respostas
neuroinflamatérias e, consequentemente, induz sintomas neuropsiquiatricos
demonstrados através de estudos pré-clinicos e clinicos'*®**%**°  Os receptores de
citocinas estédo distribuidos em todo o cérebro, mas o hipocampo tem uma das
maiores densidades de microglia e receptores para IL-1*****2. Assim, pode-se
prever que o hipocampo em desenvolvimento também pode ser particularmente

vulneravel a ativagdo imunologica precoce.

A MC experimental em adultos caracteriza-se por edema cerebral, lesdes
parenquimatosas, aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica e
reducdo do fluxo sanguineo cerebral. Essas respostas fisiopatoldgicas estao

associadas ao metabolismo cerebral prejudicado, refletindo a lesédo celular e a
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perturbacdo bioenergética’™®. A presenca de estresse oxidativo também foi
verificada em tecido cerebral™*. No entanto, no que se refere ao modelo animal de
MC no periodo infanto, ainda ndo esta claro o processo fisiopatoldgico. Sabe-se
apenas que, estes animais apresentam alteracdes nos processos de aprendizado e
mem©éria associado a um aumento do tempo de imobilidade do teste de natacdo
forcada (dados ainda n&o publicados). Estudos adicionais sdo necessérios para
elucidar os mecanismos de lesdo do sistema nervoso central na MC como um
precursor necessario para o desenvolvimento de intervencdes para prevenir
consequente comprometimento cognitivo a longo prazo. Os dados observados neste
estudo podem auxiliar neste processo visto que as consequéncias a longo prazo

extrapolam o eixo cognitivo.

Sugere-se que os achados deste estudo podem ser devido a vulnerabilidade
do encéfalo em desenvolvimento associado ao processo heuroinflamatério
decorrente da MC, pois o cérebro é extremamente vulneravel ao impacto de
agressbes, sejam advindas do meio externo, respostas inflamatorias e
comportamentais ou ainda frente a um desafio imune. Sabe-se que as citocinas
desempenham um papel essencial na modelagem de sinapses, especialmente
durante o desenvolvimento, portanto, qualquer interrupcdo no equilibrio relativo,
expressao de citocinas ou a ativacdo de células imunoldgicas durante este periodo

critico pode ter consequéncias desastrosas ao longo da vida'®>**°,

Por fim, utilizou-se a imipramina por 14 dias como um controle positivo no
intuito de verificar se os parametros observados sdo revertidos com o0 uso de um
antidepressivo triciclico classico. A reversao dos parametros pode evidenciar a
associacao entre os achados encontrados com os apresentados durante o processo
fisiopatolégico da depresséo, visto que os resultados observados nesta pesquisa
demonstram que a inflamacdo sistémica no periodo infanto alterou os parametros
relacionados a depresséo e, que essas alteragdes persistiram até a idade adulta. O
uso de imipramina ndo conseguiu reverter 0s niveis elevados de IL-13, pois 0
farmaco n&o se destina a este fim. O aumento de citocinas pro-inflamatérias deve
estar relacionada a eventos primarios que possivelmente levam as

alteracOes apresentadas neste estudo.
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A partir das evidéncias descritas neste estudo, bem como a discusséo de
outros autores, concluimos que um cenario neuroinflamatério no inicio da vida
precisa ser considerado e investigado, visto que possui uma forte associacdo com o

mecanismo fisiopatoldgico da depresséo.

Quadro 2 — Resultados do estudo

VARIAVEIS RBC+PBS | RBC+IMIP | PbA+PBS | PbA+IMIP
Preferéncia por sacarose = = — _

Tempo de imobilidade
Peso ponderal

Peso da glandula

Niveis de corticoesterona
Peso do hipocampo
Niveis de BDNF

Niveis de IL-13

«— > ==l ]I
— === |1l ]I
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, a questdo problema buscava entender se um foco
infeccioso no periodo infanto poderia desencadear parametros semelhantes a
depressao na vida adulta de animais submetidos a MC. Com isso, concluiu-se que
quando ha uma exposicdo ao plasmodio no periodo infanto, os animais
apresentaram um comportamento relacionado a depressdo quando adultos. Os
principais achados deste estudo sdo evidenciados por meio do maior tempo de
imobilidade, aumento no volume da glandula adrenal, elevado nivel de
corticoesterona, reducdo do volume do hipocampo, baixos niveis de BDNF no
hipocampo e elevadas concentracdes de IL-1p no hipocampo. Entretanto, ndo foi
observado alteracdes nos peso corporal e no teste de anedonia. Vale resaltar que,
0s parametros relatados acima, foram revertidos com o uso de imipramina durante

14 dias, exceto os niveis de IL-1[3.

Em conjunto, os resultados deste estudo sugerem que a neuroinflamacéo
relacionada a MC em periodos precoces da vida, onde o SNC ainda esta em
desenvolvimento, pode aumentar a vulnerabilidade e estar associado a alguns
parametros relacionados a depressao. Contudo 0os mecanismos pelos quais essas
alteracBes ocorrem nao foram estudados, sendo um fator limitante para uma analise

mais acurada dos resultados obtidos.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que este estudo possa servir para futuras pesquisas, com o intuito
de compreender os mecanismos envolvidos na relagcdo entre depressdo e
neuroinflamacéo, bem como fortalecer o acompanhamento de criangcas com MC, e
assim, reforcar a importdncia de intervengbes precoces mais eficazes para o

tratamento e prevencédo desses comprometimentos.
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ANEXO A — Parecer Aprovac&o do Comité de Etica

) UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
‘ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

. Palhoga, 11 de abril de 2018
Registro na CEUA (cddigo): 18.001.4.01.1V
Ao Pesquisador/Professor(a): Clarissa Comim Cassol

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de
pesquisa intitulada “Avaliagées dos parametros relacionados a depressao em animais
adultos submetidos a malaria cerebral no periodo infantil”, registrada com o
net800T40tV I/ sob a responsabilidade de Clarissa Comim Cassol - que envolve a
manutencao ou utilizagdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituicao, em reunido de
10 de abril de 2018.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL
e nos limites de suas atribuicées, os dispostos na legislagao Federal aplicavel a criagao,
manutencao e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas
pelos corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de
outras instituicdes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizacdo nas questoes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il -
Legal: enquadramento na legislagdo vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteragdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagao do projeto em questao,
devera ser informada imediatamente a Comisséao.

(teﬁéfosa’?

-

Prof. sgdr‘g Melim Sgrott
Cc da Comissédo
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