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RESUMO

A malaria, uma doenga endémica no norte do Brasil, pode ter evolugao clinica grave,
caso nao tratada adequadamente. Apesar de raras, complicagbes cardiacas foram
associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade por malaria. O estresse oxidativo
€ um fator que desencadeia dano cardiaco, porém, ndo ha estudos demonstrando a
sua relagdo com disfungéo cardiaca na malaria grave. Camundongos Balb/C machos
receberam 10° eritrécitos infectados com Plasmodium chabaudi e foram
acompanhados por 7, 14 e 28 dias pos-infecg¢ao (dpi). Avaliou-se fungao cardiaca pelo
meétodo de Langendorff. A peroxidagéo lipidica, a atividade de superdxido dismutase
(SOD) e catalase, e os niveis de glutationa reduzida (GSH) cardiacos foram
determinados colorimetricamente. Aos 7 e 14 dpi, os animais apresentam perda de
peso, anemia e aumento do figado e bago. Coragdes isolados dos animais infectados
apresentaram maior resposta basal e hiperresponsividade a isoprenalina para os
parametros pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PVDE), derivadas da
pressao pela derivada do tempo na contragao (dP/dtmax) € no relaxamento (dP/dtmin),
comparando-se ao grupo controle (ndo infectado). Houve aumento da peroxidagao
lipidica e inibicdo da SOD no 14° dpi. Aos 28 dpi, a funcao cardiaca foi normalizada,
acompanhando o fim da parasitemia. Para avaliar a participacdo da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NOX), os animais foram tratados com
apocinina do 7° ao 14° dpi (30 mg/kg/dia, gavagem) e foram quantificadas as citocinas
no coracao. A apocinina reverteu a hipercontratilidade cardiaca causada pela malaria
grave, em estado basal, em resposta ao aumento da presséo de enchimento e sob
estimulo com isoprenalina. O tratamento também reduziu o estresse oxidativo e as
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B e IL-6) cardiacas, porém, ndo houve alteragao dos
sinais da doenca. Para confirmacdo da participacdo da NOX2 nas alteragdes
cardiacas, foram realizados experimentos em animais NOX2-. Animais NOX2"- foram
protegidos da disfungdo cardiaca durante a malaria, sem alteragcdo da parasitemia.
Portanto, a inibigdo da NOX, mais especificamente da NOX2, reverte a
hipercontratilidade cardiaca, sem alterar o curso da infecgdo. Esses resultados
reforcam que a NOX é a principal fonte de estresse oxidativo durante a malaria grave
e a inibicao da enzima protege os animais das alteragdes cardiacas.

Palavras-chave: Malaria grave. NOX. Coragao.



ABSTRACT

Malaria is an endemic disease in the northern region of Brazil, which can course with
severe systemic complications. Although rare, cardiac disorders are associated with
higher morbidity and mortality for malaria. Oxidative stress is a known factor triggering
cardiac injury. Nevertheless, the relationship between heart damage and oxidative
stress during severe malaria is unclear. In this study, male BALB/c mice were infected
with 10° red blood cells infected with Plasmodium chabaudi and they were evaluated
at 7, 14 e 28 days post-infection (dpi). Cardiac function was assessed ex vivo by the
Langendorff method. Cardiac lipid peroxidation, superoxide dismutase (SOD),
catalase, and reduced glutathione levels (GSH) were determined by colorimetric
standard methods. Body weight loss, anemia, hepatomegaly, and splenomegaly were
found at 7 and 14 dpi. Perfused hearts of infected mice had greater basal left
ventricular developed pressure (LVDP), maximum (dP/dtmax) and minimum (dP/dtmin)
derivatives of left ventricular pressure, as well as hyperresponsiveness to isoprenaline
compared to the control (uninfected). Increased lipid peroxidation and reduced SOD
activity was observed at 14 dpi. At 28 dpi, heart function was normalized, followed by
no parasitemia. To analyze the role of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
oxidase (NOX) in heart dysfunction during experimental malaria, mice were treated
with apocynin from the 7t to 14" dpi (30 mg/kg/day, gavage). Local oxidative stress
and cytokine levels were determined. Apocynin reversed cardiac hypercontractility at
baseline, under a progressive filling pressure increment and isoprenaline stimulation.
Also, the treatment reduced oxidative stress and pro-inflammatory cytokines in the
cardiac tissue, with no effects in the clinical signs of the disease. To confirm the
involvement of NOX2 isoform in heart hypercontractility, NOX2 knockout mice (NOX2
) were inoculated with parasitized red blood cells. NOX2-- infected mice developed
similar parasitemia and other clinical signals, however, were protected from the cardiac
hypercontractility induced by malaria. Therefore, NOX2 inhibition selectively reverses
heart alterations during acute phase of malaria. These show that NOX is the main
cardiac source of reactive oxygen species during severe malaria, and its inhibition
protects animals from cardiac changes.

Keywords: Severe malaria. NOX. Heart.
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1 INTRODUGAO

A populacdo mundial apresenta alta incidéncia de doengas parasitarias, que
causam elevadas taxas de morbidade e mortalidade, limitando a qualidade de vida
principalmente em areas consideradas endémicas para parasitoses. As doencas
parasitarias, independente da presenca de um vetor, estdo amplamente associadas a

situagdes socioecondmicas precarias (TORGERSON et al., 2015).

Os protozoarios s&o os principais agentes etioldgicos causadores de infec¢des
parasitarias no mundo. Mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo estao infectadas por
protozoarios. Acredita-se que existem diversas espécies de protozoarios que afetam
de forma grave a saude humana e, normalmente, o maior nimero de casos dessas
doencas ocorrem em paises com meédio a baixo indice de desenvolvimento econémico
(CHEN et al., 2016).

Uma das infecgbes causadas por protozoarios mais relevantes no mundo € a
malaria, causada por protozoarios do género Plasmodium sp. Os relatos mais antigos
que descrevem a malaria foram encontrados em um documento escrito na China por
volta de 2700 a.C. (BIANUCCI et al., 2015). Com o passar dos anos, a doencga foi
descrita em outros lugares do mundo. Na Grécia antiga, Hipdcrates descreveu a
doenca ressaltando principalmente as caracteristicas referentes a febre tercéd e o
contexto ambiental propicio para o desenvolvimento dos protozoarios e dos vetores
(COX, 2010).

Em 1880, ocorreu um dos maiores avangos em relacdo as primeiras
caracteristicas relativas ao protozoario da malaria e os sinais importantes presentes
durante a infecgdo (COX, 2010). Charles Louis Aphonse Laveran, um médico francés
que estava trabalhando em um hospital militar na Argélia, conseguiu identificar em
amostras de sangue de um soldado corpusculos esféricos que possuiam filamentos
em movimento. A descoberta de Laveran foi descrita em um artigo, que
posteriormente foi apresentado na Academia de Medicina em Paris. Em 1906,
Laveran foi premiado com o Nobel de Medicina e Fisiologia pela descoberta do
plasmoédio (BRUCE-CHWATT, 1981).
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Acredita-se que no mundo, em um século (1900 — 2000), a doencga tenha
causado em torno de 300 milhdes de mortes, contabilizando cerca de 2% a 5% das
mortes neste intervalo de tempo (CARTER et al., 2002).

No Brasil, o controle da malaria se iniciou de forma efetiva a partir do inicio do
século XX, sendo que a primeira campanha para preveng¢ao da doenga ocorreu em
1905, no estado de Sao Paulo, e a campanha foi organizada pelo médico Carlos
Chagas (FERREIRA et al., 2016). Com o avanco territorial e industrial do Brasil, houve
a necessidade do desenvolvimento de infraestrutura, como a instalagdo de usinas
hidroelétricas, presengca de grandes projetos de exploragdo mineral e expansao
agropecuaria para a regiao amazodnica pertencente ao territério brasileiro. Essa
mudangas acabaram contribuindo para que a Amazobnia brasileira se tornasse um
territorio favoravel para a presenga dos vetores e consequentemente os agentes
etiologicos da malaria (MONTEIRO et al., 2022; WANGDI et al., 2022).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a malaria € uma doencga
que ainda permanece como um desafio para varios paises, principalmente alguns
pertencentes ao continente africano (AREMU et al., 2022). A malaria pode ser
prevenida principalmente por medidas comuns de saude publica, como o uso de
inseticidas para controle do vetor, uso de mosquiteiros, repelentes, controle ambiental
realizado, em parte, pelo controle do desmatamento, realizagédo do diagndstico de
individuos infectados, uso de quimioprofilaxia em populagdes em risco de
contaminagao e, mais recentemente, o uso de vacinas aplicadas em criangas, que
sao0 o grupo populacional mais gravemente atingido pela doenca (AREMU et al., 2022;
DATOO et al., 2022; ZINSZER et al., 2022).

Do ponto de vista terapéutico, existem farmacos eficazes para o tratamento da
malaria e que sao utilizados para tratar a infecgao causada por diferentes espécies de
Plasmodium (JEZEWSKI et al., 2022). Apesar da eficacia dos tratamentos e a redugéo
no numero de casos e mortes causadas pela infeccdo, nos ultimos 10 anos,
determinadas cepas, principalmente pertencentes a espécie Plasmodium falciparum,
que causa malaria grave, tém adquirido resisténcia a tratamentos disponiveis, como

a artemisinina e a cloroquina (WARD et al., 2022).

A malaria € uma doenga que apresenta relevancia cientifica principalmente

para o desenvolvimento de vacinas e terapias farmacoldgicas que auxiliem na
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eliminacdo do protozoario em diversas fases do ciclo de vida do mesmo e também
tratem os sinais e sintomas presentes durante a doencga, principalmente quando os
individuos sao infectados e desenvolvem a forma grave da doenga (HEUSCHEN et
al., 2021).

Apesar da existéncia de tratamentos e medidas preventivas eficazes para
combate contra a malaria, de acordo com a OMS, a cada ano séo estimados gastos
econdmicos elevados para o combate a doenga (WHO, 2021). Todavia, a malaria
ainda permanece um desafio, pois n&o existem vacinas eficazes a serem utilizadas
na populacdo adulta, ainda ha mecanismos fisiopatoldégicos que precisam ser
elucidados e € uma doencga presente em diversos paises com condigdes ambientais,
de saude, educacionais e socioeconémicas precarias, e a cada ano sao tracadas
metas, juntamente com os governos, para a eliminagdo da doenga em paises que

ainda permanecem como areas endémicas e de risco (ANDRADE et al., 2022).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas gerais da malaria

A malaria € uma doenga causada por protozoarios do género Plasmodium sp.
e transmitida no momento em que mosquitos fémeas do género Anopheles sp.,
principalmente Anopheles darlingi e Anopheles gambiae, fazem o repasto de sangue
infectado para um hospedeiro. Existem em torno de 100 espécies de Plasmodium sp.
que podem infectar diversas espécies de animais (BAIA-DA-SILVA et al., 2019;
MONROE et al., 2022; WHITTY et al., 2002).

O ciclo da infecgao por Plasmodium sp. € complexo e existem diferentes
estagios de desenvolvimento do protozoario (COX, 2010). Em seres humanos, a
infeccdo natural ocorre quando, no momento do repasto sanguineo, as fémeas
Anopheles sp. infectadas com Plasmodium sp. inoculam esporozoitos na circulagcao
sanguinea periférica (Fig. 1). Os esporozoitos se encaminham até o figado e se
transformam em criptozoitas (BERNABEU et al., 2021). Durante o desenvolvimento
dos criptozoitas, ha inumeras divisdes celulares assexuadas do protozoario. No
estagio final do desenvolvimento hepatico do protozoario, sdo formadas estruturas
multinucleadas com 10.000 a 40.000 merozoitas no interior de estruturas celulares,
denominadas esquizontes. Esta fase pré-eritrocitica dura em torno de 6 a 16 dias apés
a inoculacdo dos esporozoitas. Apos este periodo, ha ruptura dos esquizontes,
liberando merozoitas, que infectam eritrocitos. Na fase eritrocitica, os eritrocitos séo
infectados por merozoitas, que utilizam o conteudo proteico da célula para realizar a
esquizogonia e o protozoario chega ao estagio de trofozoito. Dentro do eritrocito, os
trofozoitos se dividem formando um novo esquizonte, que ira provocar rompimento
dos eritrocitos e liberagao de mais merozoitos dando continuidade a fase eritrocitica.
Os merozoitos presentes ao longo do ciclo sdo precursores da formagao de formas
sexuados dos protozoarios, denominados gametdcitos masculino e feminino. Os
gametécitos sdo ingeridos pelos mosquitos fémeas durante o repasto sanguineo,
dando continuidade ao ciclo neste hospedeiro (Fig. 1) (BERNABEU et al., 2021;
GILLRIE et al., 2017; GUTTERY et al., 2022).
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Ciclo Hepatico - Exoeritrocitico
Ruptura das hemacias

Baco

Figura 1: Ciclo eritrocitico que ocorre em animais infectados de forma natural pelo Plasmodium sp.

O ciclo hepatico do protozoario em hospedeiro intermediario, como o homem,
normalmente ndo causa sintomas nos individuos infectados. Os sintomas podem
demorar de 8 até 30 dias apds infecgao para se tornarem presentes, dependendo da
espécie de Plasmodium, da carga parasitaria que foi transmitida pelo vetor e, por fim,
pela acdo do sistema imunolégico do hospedeiro. Porém, quando os protozoarios
atingem o ciclo eritrocitico, se iniciam os principais sintomas caracteristicos da
infeccdo malarica (NAGARAJ et al., 2013).

A malaria, na fase sintomatica, € uma doenca caracterizada por febre,
associada ou nao a calafrios, suores intensos, dor de cabega e dores no corpo. A
febre acontece no momento em que ocorre o rompimento das hemacias infectadas,
liberando merozoitos, que sdo capazes de infectar outras hemacias (MUNGKALASUT
et al., 2022). A febre pode ser classificada em ter¢ca, em que os ciclos de mudanga de

temperatura corporal se alternam em 48 horas, ou quartd, quando os ciclos de
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mudancga de temperatura corporal se alternam a cada 72 horas. Essa variagao
acontece de acordo com a espécie de protozoario que esta presente no hospedeiro
intermediario (HANBOONKUNUPAKARN et al., 2022; WHITE, 2022).

Outros sintomas clinicos estao frequentemente presentes no desenvolvimento
da infecgdo grave, dos quais pode-se ressaltar a diarreia, alteracées de consciéncia,
cianose, ictericia, dor abdominal intensa, falta de ar, mucosas hipocoradas, vémitos,
convulsdao e aumento significativo no peso do figado e do bago. Nas analises
laboratoriais, normalmente sdo detectadas hipoglicemia, acidose metabdlica, anemia
grave, insuficiéncia renal, hiperparasitemia e hiperlactatemia (WILAIRATANA et al.,
2021).

Apesar da possibilidade do desenvolvimento de quadros graves, existem
tratamentos eficazes para o combate da malaria (WARD et al., 2022). No Brasil, o
Ministério da Saude recomenda esquemas de tratamento de acordo com a espécie
de protozoario que esta causando a infecgdo. Os farmacos comumente prescritos sao
cloroquina, primaquina, lumefantrina, mefloquina, artesunato e artémete (SAUDE,
2020). As combinagdes terapéuticas tém por objetivo eliminar as formas sanguineas,
formas hepaticas e prevenir a recrudescéncia (que é quando ainda ha formas do
protozoario infectando hemacias, mas nao foi possivel detectar ao término da terapia
medicamentosa) e recaida (quando o protozoario fica dormente no figado em forma
de hipnozoita) (FERREIRA et al., 2016; HANBOONKUNUPAKARN et al., 2022).

Os sintomas clinicos, os sinais da infeccdo e o tratamento para a doencga
apresentam variagao de acordo com a espécie de Plasmodium sp. que esta causando
a doencga, existindo a possibilidade de infecgdes mistas e reinfeccdo em areas de risco

e endémicas.

2.1.1 Principais espécies que causam malaria em mamiferos

Os protozoarios do género Plasmodium sp. infectam diversas espécies de
animais pertencentes ao subfilo vertebrata, como aves, répteis e mamiferos
(FERREIRA et al., 2020; SIAO et al., 2020). Em roedores, ha possibilidade de infecgao
natural causada por Plasmodium bergei, Plasmodium yoelii, Plasmodium vinckei e
Plasmodium chabaudi (PATTARADILOKRAT et al., 2022). A infecgao por cepas de
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Plasmodium bergei, Plasmodium yoelii e Plasmodium chabaudi sdo comumente
utilizadas em laboratério para o desenvolvimento de modelos experimentais para os
estudos relacionados a malaria (CRAIG et al., 2012). Em primatas ndo humanos,
normalmente, ha populagdes que sao infectadas por Plasmodium simium,
Plasmodium cynomolgi, Plasmodium brasilianum, Plasmodium eylesi, Plasmodium
inui, Plasmodium schwetzi e Plasmodium knowlesi, sendo que trés espécies ja foram
encontradas em humanos, caracterizando uma zoonose (BARBER et al., 2021,
RIBEIRO DE CASTRO DUARTE et al., 2021; SAM et al., 2022). Em seres humanos,
a malaria acontece por infecgao pelo Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knwolesi, sendo esta ultima
espécie a mais recente e € transmitida acidentalmente ou por infeccdo zoondtica
(BARBER et al., 2021; SATO, 2021).

As espécies mais comuns de causarem infeccdo humana sao Plasmodium
vivax, geralmente associada a malaria mais branda e sem complicagbes, e
Plasmodium falciparum, que caso nao seja diagnosticada e tratada em tempo habil,
pode progredir para a forma grave da doenca (ROGERSON et al., 2004). Tanto o
Plasmodium vivax quanto o Plasmodium falciparum sao espécies encontradas nos
principais paises do mundo que ainda apresentam caracteristicas de serem regides
endémicas e de risco para o desenvolvimento da malaria. Estima-se que 95% das
infeccbes em seres humanos sejam causadas por ambas espécies de Plasmodium
(PRICE et al., 2020).

2.2 Epidemiologia

2.2.1 Dados epidemiologicos mundiais

De acordo com a OMS, s6 no ano de 2020 ocorreram em torno de 241 milhdes
de casos estimados de malaria no mundo, atingindo 85 paises endémicos. A maioria
dos casos eram causados pelo Plasmodium falciparum, seguido do Plasmodium vivax
(WHO, 2021). Esse numero estimado de casos em 2020 representa um aumento de
aproximadamente 10% se comparado ao ano de 2019. A malaria, em 2020, causou
cerca de 627 mil mortes (Fig. 2), sendo que 77% foram criangas com idade abaixo de
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5 anos de idade. Ressalta-se que a doenga é também um grande risco para mulheres

gravidas e puérperas (WHO, 2021).

Figura 2: Paises endémicos para malaria. Mapa da mortalidade por malaria no ano de 2020 e
comparagao com ano de 2015 (WHO, 2021).

De acordo com o relatério da OMS, s6 no ano de 2020 houve uma incidéncia
de 59 casos de malaria para cada 1000 habitantes de areas de ricos (Fig. 3). 96% dos
casos de malaria se concentram em 29 paises, desses, seis paises do continente
africano sao responsaveis por 55% dos casos (ALEGANA et al., 2021; HEUSCHEN
et al., 2021; WHO, 2021). O continente asiatico foi responsavel por 2% do numero de
casos do ano de 2020, sendo a india pais responsavel por 83% dos casos de malaria
no continente (WHO, 2021). No continente americano, em 2020, foram cerca de 650
mil casos de malaria, que se distribuem em paises da América Central e do Sul. A
maioria dos individuos infectados pelo protozoario habita na América do Sul. A
Venezuela foi o pais responsavel por mais de 460 mil casos s6 no ano de 2020.
Juntos, Republica Bolivariana da Venezuela, Colémbia e Brasil representam 77% dos
casos de malaria que ocorreram na América (HOTEZ et al., 2020; WHO, 2021).



26

4 _wing

'm?. 1 4 f’fi

¥ . * : "

B On track (zero maloria coses) Mo incre oso or decrsose since 2018 M Cortifiod malaria froe ofter 2006
O track (de
Dacraose by

by #0% or mora) nCrease
n 25% and <40%  HE Increose by between 25% ond <4 0% Mot applicable
Il incrense by 40% or more

MNor-endemic prior to 2015

Decreose by =25%

Figura 3: Paises endémicos para malaria. Mapa da incidéncia da malaria no ano de 2020 e
comparagao com ano de 2015 (WHO, 2021).

2.2.2 Dados epidemiologicos no Brasil

Centro-Oeste do pais apresentam municipios considerados areas endémicas e
de risco para a malaria (Fig. 4) (SAUDE, M. D., 2021b). De acordo com o boletim
epidemioldgico do Ministério da Saude, cerca de 44 pessoas morreram de malaria no
Brasil, sendo 8 casos causados por Plasmodium falciparum (SAUDE, S. D. V. E.,
2021).

Os casos de malaria se concentram principalmente nos estados da Regido
Norte do pais. Os casos estdo mais presentes nos estados do Amazonas, Para,
Roraima e Rondbnia, principalmente em areas rurais e areas indigenas nesses
estados (SAUDE, M. D., 2021a).
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Figura 4: Areas de risco para malaria. Mapa de risco por municipio de infecgdo no ano de 2021
(SAUDE, M. D., 2021b).

Sé no ano de 2021 ocorreram mais de 70 mil casos da doenca, sendo em torno
de 83% dos casos causados por infeccdo causada por Plasmodium vivax, 14,5% por
infeccado por Plasmodium falciparum e uma pequena porcentagem de individuos que
tiveram infecgcdo mista, ou seja, por duas espécies do protozoario (Tabela 1)
(CGPNCM/DEVIT/SVSIMS, 2022). O Ministério da Saude possui uma meta de reduzir
em até 63% os casos autéctones de malaria no pais até o ano de 2025. Esta meta foi
criada de acordo com os objetivos da OMS para erradicacdo da doenga em areas
endémicas (SAUDE, M. D., 2021a).
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Tabela 1. Namero total de casos de malaria por estado brasileiro. Casos totais de
maléria no Brasil no ano de 2021 (SAUDE, M. D., 2021a).

UF da

infecco P. vivax P. faiciparum Malaria mista P. malariae P. ovale Total geral
AC 3.777 468 17 4.262
AM 25.801 4.658 261 4 30.724
AP 1.078 114 2 1.194
MA 48 2 1 i
Regido Amazoénica MT 1.080 22 8 1.110
PA 9.899 749 112 1 10.761
RO 6.922 237 76 7.235
RR 9.946 3.907 805 1 14.659
TO 2 1 0 3
CE 1 1
DF
MG 4 a4
MS 1 1
Regigo Extra- PE 1 1
Amazonica Pl 4 1 1 6
PR 2 1 3
RJ 3 2 5
SC 1 1
SP 6 6
Importado de Importados 1.083 252 47 2 2 1.386
outro pais
Total geral 59.659 10.415 1.330 7 3 71.414

2.3 Fisiopatologia da malaria

2.3.1 Malaria grave

A forma grave da malaria, ou também conhecida como ter¢cd maligna, foi
descrita antes mesmo da descoberta do protozoario feita por Laveran em 1880
(BRUCE-CHWATT, 1981). O desenvolvimento de um quadro grave em decorréncia
da infeccdo por Plasmodium depende muito da infeccdo, dos hospedeiro, das
circunstancias e da conduta terapéutico (WHITE, 2022). Estima-se que 1% do total de
casos de malaria possam evoluir para gravidade, a maior parte desses casos
acontecem em criangas, sendo que 0s casos graves sao causados por Plasmodium
falciparum (BREJT et al., 2019).

A malaria grave € caracterizada por anemia hemolitica grave, em que ocorre
destruicdo de 2% a 25% das hemacias circulantes, possivel presenca de danos
cerebrais, disfungdo hepatica, disfuncdo renal, edema pulmonar, que causa

insuficiéncia respiratoria, e faléncia multipla de érgaos (CRAIG et al., 2012; WHITE,



29

2022). Uma das hipoteses para o desenvolvimento da malaria grave é o sequestro de
eritrécitos parasitados para a microvasculatura em pacientes infectados com
Plasmodium falciparum e em raros casos por Plasmodium vivax ou Plasmodium
knowlesi (CRAIG et al., 2012; STORM et al., 2019).

Para escapar da resposta imunoldgica do hospedeiro, o Plasmodium falciparum
€ responsavel pelo sequestro de eritrocitos para microvasculatura de tecidos como
intestino, cérebro, pulmao, pele, coragao e outros 6rgdos. O sequestro das hemacias
infectadas impede o clearance dessas hemacias pelo bago, contribuindo para a
sobrevivéncia do protozoario no hospedeiro, além disso ha formacao de agregados
celulares na parede dos microvasos e aumento da expressdo de moléculas de
adeséo, induzidas também pelo aumento de citocinas pro-inflamatérias (Fig. 5)
(BERNABEU et al., 2017; EL-ASWAD et al., 2019).

Citoaderéncia

Agregacao

plaquetéria t TNF-a

T IFNvy
§ no
t Moléculas de adesao
J L-arginina

t Lactato

“Rosetting”

Figura 5: Malaria grave. Lesdo em microvasos e citoaderéncia de agregados celulares que
desencadeiam as principais altera¢des inflamatérias causadas pela doenga.

Os protozoarios tém a capacidade de invadir eritrocitos e fazer com que essas
células facam uma adesdo eficiente a receptores presentes na vasculatura do
hospedeiro, causando oclusao vascular e disturbios circulatérios locais (STORM et al.,
2019). Tais eventos desencadeiam obstrugdo da microcirculagao, principalmente no
cérebro e inflamacgao. O processo inflamatério contribui para a disfuncdo endotelial
em vasos sanguineos de 6rgao como coragao, figado, pulmdes, baco e cérebro
(JENSEN et al., 2020; MISHRA et al., 2013; YEO et al., 2007).
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Por muitos anos, os principais estudos descreviam que as alteragdes mais
relevantes na malaria grave aconteciam na microcirculagdo cerebral e que tais
mudancas fisiopatoldgicas neste 6rgao poderiam desencadear quadros convulsivos,
coma e elevada taxa de mortalidade em pacientes que desenvolviam a doenga. Raros
trabalhos tentaram entender como a infec¢do afeta outros 6rgdos, como o coragéo
(GUPTA et al., 2021).

Apesar de serem raras, complicacdes cardiovasculares foram associadas a
altas taxas de morbidade e mortalidade pela malaria grave ndo tratada (ALENCAR
FILHO et al., 2014; COLOMBA et al., 2017; GUPTA et al., 2021). O envolvimento do
sistema cardiovascular durante a malaria grave é negligenciado e ha poucas
pesquisas clinicas e experimentais sobre as consequéncias da infecgdo sobre a

funcao vascular e cardiaca.

2.3.2 Alteragbes cardiacas durante a malaria grave

Ha relatos da literatura que individuos com malaria grave apresentam
alteragcbes vasculares e cardiacas, que contribuem para o agravamento do quadro
clinico (TAYLOR et al., 2004; TURNER et al., 1994). Estudos clinicos e experimentais
demonstraram que a infecgao causada por determinadas espécies de Plasmodium é
acompanhada por obstru¢do da microvasculatura coronariana, lesdo no miocardio,
reducao da pré-carga e diminuicdo da funcao cardiaca, arritmias, taquicardia, redugao
do débito cardiaco, miocardite e hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo. Estas
alteracgdes seriam causados principalmente pela liberagado de proteinas antigénicas,
como o glicosilfosfatidilinositol, aumento de citocinas pré-inflamatorias, como fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interferon-gamma (IFN-y), e diminuicdo de oxido
nitrico (NO) (Fig.5 — item 2.3.1) (COLOMBA et al., 2017; HOLM et al., 2021; MISHRA
et al., 2013; VUONG et al., 1999; WENNICKE et al., 2008).

Em pacientes infectados com Plasmodium vivax, espécie em que sao relatadas
raras complicagdes, ja foram demonstradas alteragdes sutis na fungao cardiaca. Estes
pacientes no primeiro dia de admissdo no servico de saude apresentam aumento
moderado da frequéncia cardiaca, sem caracterizar taquicardia, e reducao da fracao
de ejecao. Quanto aos achados laboratoriais, havia aumento de peptideo natriurético

(BNP) e troponina |, que sdo marcadores de insulto cardiaco, e de nitrito e molécula |
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de adesdo de ceélula vascular (sVCAM), que s&o marcadores de inflamagao
(ALENCAR-FILHO et al., 2016). Todas as alteracbes cardiacas se mostraram
reversiveis apos sete dias de tratamento com anti-malarico (ALENCAR-FILHO et al.,
2016).

Em um estudo coorte em pacientes internados ao longo de 3 anos, demonstrou-
se que individuos infectados com malaria tém chances maiores de sofrerem infarto
agudo do miocardio se comparado aqueles hospitalizados por outros motivos (JAIN et
al., 2010). O Plasmodium falciparum foi o agente etiolégico prevalente nos pacientes
que sofreram infarto, demonstrando a associacao entre a malaria grave e a ocorréncia

de eventos isquémicos cardiacos (JAIN et al., 2010).

As alteracdes funcionais cardiacas durante a malaria grave e, principalmente,
seus mecanismos, até o momento ainda permanecem pouco elucidadas. O que se
sabe é que existem modificagdes de fungdo cardiaca e que a presenca delas € um
fator que contribui para morbidade e mortalidade de pacientes infectados

principalmente pelo Plasmodium falciparum (HOLM et al., 2021).

2.4 Controle fisioloégico e fisiopatolégico da fungao cardiaca

2.4. 1 Contratilidade cardiaca: mecanismo de excitagdo — contragdo

Para melhor entendimento de como a malaria promove alteragdes cardiacas, é
necessaria a compreensao do controle fisioldgico da fungéo cardiaca. A contragéo
muscular cardiaca, do ponto de vista morfolégico, ocorre o0 encurtamento dos
sarcOmeros, ou seja, os filamentos finos, compostos por actina, tropomiosina,
troponinas e nebulina, deslizam sobre os filamentos grossos, compostos por miosina.
Isto posto, ha aproximacéao das linhas Z, diminuicdo da banda I, diminui¢do da banda
H e manutencdo da banda A (Fig. 6) (AIRES, 2018).
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Figura 6: Proteinas contrateis no cardiomiécito. Movimento das proteinas contrateis no relaxamento
e contragao do musculo cardiaco.

Os mecanismos desencadeados por potenciais de agdo que irdo causar
contragdo das células musculares cardiacas sao denominados de acoplamento
excitagado-contragdo. Os cardiomidcitos, em resposta a uma corrente elétrica gerada
nas ceélulas auto-excitaveis cardiacas, ficam mais permeaveis aos ions sodio (Na™),
promovendo o inicio da despolarizagéo, quando o potencial de membrana atinge
valores de -55 a -35 mV. Com isso, ha aumento da condutancia ao ion célcio (Ca?*),
que influi lentamente mantendo a célula despolarizada por mais tempo (platé). O inicio
da contragdo do cardiomiécito se da pela entrada de Ca?* do meio extracelular pelos
canais para Ca?* do tipo L, que sdo dependentes de voltagem. O Ca?' no meio
intracelular ira sensibilizar os receptores de rianodina (RyR2) e isso desencadeara a
liberagdo doCa?* que fica estocado no reticulo sarcoplasmatico. Apdés aumento de
concentragdo do Ca?', o ion se ligarda a troponina C, causado alteragdes
conformacionais que permitem a interagdo dos filamentos finos e grossos que, as
custas da hidrélise de adenosina trifosfato (ATP), promovem a contragdo do
cardiomiécito (AIRES, 2018).
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Para que o cardiomidcito volte para o seu estado de repouso (relaxado), o Ca?*
¢ ativamente captado de volta ao reticulo sarcoplasmatica pela bomba de Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA), garantindo que haja Ca?* suficiente para a préxima
contragdo. A atividade da SERCA ¢ inibida por uma proteina chamada fosfolambam
(PLB) (Fig. 7), que quando fosforilada pela proteina quinase A (PKA), sofre inibic&o,
aumentando a captagédo de Ca?* pela SERCA. A rapida extrusdo de Na*, através da
bomba de Na* e potassio (K*), gera o gradiente eletroquimico que faz com que um
trocador de Ca?* e Na* (NCX), que esta presente na membrana do cardiomidcito,
envie 2 moléculas de Ca?* para o meio extracelular e faz o influxo de 3 moléculas de
Na* (Fig. 7) (AIRES, 2018). Com a dissociagdo do Ca?* da troponina, as proteinas da

contragao nao interagem, favorecendo o alongamento do sarcémero (relaxamento).
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Figura 7: Acoplamento excitagdo-contragdo no cardiomidcito. Mecanismo de contracéo e
relaxamento do cardiomidcito a partir da entrada de calcio (Ca?*) por canais para Ca?* voltagem-
dependentes. Em seguida, o Ca?* se liga aos canais de Rianodina (RyR2) liberando mais Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico (RS). O Ca?* se liga a troponina C fazendo com que ocorra o deslizamento
dos filamentos finos sobre os filamentos grossos, promovendo contragéo. Para o relaxamento, o Ca2*
volta para o RS, via captacdo pela bomba de Ca2* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), e volta para
o meio extracelular pelo trocador de Ca2?* e Na* (NCX). Parte do Ca?* também ¢é captada pela
mitocdndria.
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A contracao cardiaca é afetada por fatores fisioldgicos, como o sistema nervoso
autbnomo, a pré-carga cardiaca (estiramento dos cardiomiocitos) e alteragbes no
padrdao de fosforilagdo das proteinas contrateis, e por fatores patolégicos, como a
isquemia tecidual (AIRES, 2018).

2.4.3 Contratilidade cardiaca: lei de Frank-Starling

O coragao tem a capacidade de regular o débito cardiaco, ou seja, o volume de
sangue ejetado por minuto, de acordo com a necessidade do organismo. Para isso, 0
musculo cardiaco deve ser capaz de modificar seu estado contratil para suprir a
demanda de tecidos periféricos (AIRES, 2018). O débito cardiaco por ser influenciado
por fatores intrinsecos que irdo determinar o desempenho do coragéo, que pode ser
por autorregulacdo através do mecanismo de Frank-Starling (SEQUEIRA et al., 2017).
Isso significa que o coragéo € capaz de desenvolver tensédo na propor¢ao demandada
pelo contexto fisiolégico ou fisiopatolégico (KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA et al., 2014).

A contragcdo € aumenta por alongamento do sarcbmero em resposta ao
aumento do retorno venoso (pré-carga) para o coragao (KOBIRUMAKI-SHIMOZAWA
et al., 2014). Esse mecanismo é considerado uma forma de adaptagao funcional a
curto prazo para atender uma demanda periférica aumentada de sangue. O
estiramento do sarcémero, de alguma forma, aumenta a sensibilidade da maquinaria
contratil ao Ca?* (SEQUEIRA et al., 2017). A relagao positiva entre volume sistolico
(ejetado) em funcao da pressao de enchimento ventricular pode ser modulada para
mais ou para menos. Por exemplo, uma maior resposta contratil ao aumento de pré-
carga é observada em individuos treinados (fisiolégica) e em estagios iniciais da
cardiomiopatia (fisiopatoldgica). Por outro lado, com a degeneragao progressiva dos
midcitos e a sobrecarga de volume, havera perda e estiramento das fibras, levando

ao desenvolvimento de insuficiéncia sistdlica.
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2.4. 3 Contratilidade cardiaca: controle autbnomo

O acoplamento excitagao-contragao € influenciado por transmissores liberados

através da atividade do sistema nervoso autbnomo (SNA) (WEIL et al., 2019).

Para que o SNA exerca a sua fungdo, as células pds-sinapticas possuem
receptores, para acetilcolina, muscarinicos (M1 a M5) ou nicotinicos (Nn), e para
catecolaminas, receptores alfa (a1 e a2) e receptores beta (B1, B2 e 3) (ANDEN,
1980; KATZUNG, 2014).

A funcado cardiaca é controlada pelo SNA simpatico e parassimpatico. O
sistema nervoso parassimpatico atua diretamente sobre o nodo sinoatrial, onde ira
promover a reducido da frequéncia cardiaca mediada por receptores M2, que séo
acoplados a proteina G inibitéria (Gi). De forma indireta, nas células presentes nos
ventriculos cardiacos, o receptor M2 tém efeito inibitério sobre a contratilidade
ventricular gerada pela ativagdo de receptores (-adrenérgicos (DYAVANAPALLI,
2020; HARVEY, 2012). O SNA simpatico atua no coragdo através da inervagéo
adrenérgica sobre o nodo sinoatrial e nas células musculares cardiacas. No tecido
cardiaco, por exemplo, ha presenca de receptores a1, 1 e 2 adrenérgicos, sendo
os receptores B os mais abundantes e, por isso, os responsaveis por mediar o
aumento na forca e frequéncia cardiacas. Esses receptores estao distribuidos pelos
atrios e pelos ventriculos, com predominancia do receptor 1 (BRODDE et al., 2001;
DYAVANAPALLI, 2020).

Os receptores 3 sdo acoplados a proteina G estimulatéria (Gs) (Fig. 8). Quando
ha ligacdo de um agonista ao receptor, a proteina Gs promove ativacao da adenilato
ciclase. A adenilato ciclase ira catalisar a conversdo de ATP em monofosfato ciclico
de Adenosina (AMPc), que atuara como segundo mensageiro. O aumento das
concentragbes de AMPc no meio intracelular ativara proteina quinase A (PKA), que
fosforila canais para Ca?* do tipo L acarretando o aumento do influxo de Ca?*, e RyR2,
aumentando a saida do Ca?* estocado. Estes efeitos culminam em aumento da
contratilidade (resposta inotropica positiva). A PKA também ira fosforilar PLB em um
sitio inibitorio, promovendo a recaptacgédo rapida de Ca?* através da SERCA, aumento
a velocidade relaxamento (efeito lusitrépico positivo) (Fig. 8) (BRODDE et al., 2001;
FAJARDO et al., 2013; KEMI et al., 2007).
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Figura 8: Sinalizagao p-adrenérgica. Mecanismo de acao intracelular de agonista 3-adrenérgico no
cardiomiécito (KATZUNG, 2014).

Do ponto de vista farmacoldgico, os agonistas de receptores B-adrenérgicos
como a isoprenalina ou isoproterenol (agonista nao seletivo de receptores [-
adrenérgicos) mimetizam a acado autonémica simpatica sobre o coracédo e demais
orgaos em que os efeitos sejam mediados por estes receptores. Estes farmacos séo
usados clinicamente e na experimentagdo animal como estressores cardiacos para
identificar possiveis alteracdes do acoplamento excitagdo-contragao que nao estejam
evidentes no repouso (ANDEN, 1980; KATZUNG, 2014).

O oxido nitrico (NO) é um mediador endégeno que modula a resposta (-
adrenérgica de forma bimodal. Ou seja, pequenas quantidades de NO contribuem
para a resposta inotropica positiva no coracéo e altas concentragcées de NO causam
efeito negativo sobre a forca de contracdo induzida por agonista adrenérgico
(MASSION et al., 2003).

O NO é produzido por meio da agao enzimatica da 6xido nitrico sintase (NOS)
sobre 0 aminoacido L-arginina. Existem trés isoformas da enzima: a neuronal (nNOS),
induzida (iNOS) e endotelial (eNOS). No coragdo, em condigbes fisiolégicas, as
isoformas NnNOS e eNOS exercem papel importante na regulagéo da contragao e

frequéncia cardiaca. A nNOS no cardiomidcito estéd co-localizada com RyR2 no
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reticulo sarcoplasmatico e medeia a liberagdo de Ca?*, promovendo a contragdo
(BAROUCH et al., 2002; KULANDAVELU et al., 2012). J4 a eNOS esta localizada no
sarcolema, compartimentalizada em um cavéola juntamente com canais do tipo L
voltagem-dependentes e receptores 1, B2 e B3-adrenérgicos; a producdo de NO
mediada pela eNOS via receptor B3 tem uma acgao fisioldgica inibitoria sobre o
inotropismo (BAROUCH et al., 2002).

Em condi¢gbes de hipertrofia e insuficiéncia cardiaca, a via de sinalizagao
receptor B3/NNOS/NO tem fungado cardioprotetora (NIU et al., 2012). Porém, em
condigdes fisiopatoldgicas similares, ocorre o desacoplamento da eNOS, que produz
anion superoxido (O27) em vez de NO quando o receptor B3 adrenérgico é ativado.
Com isso, ha redugao na biodisponibilidade de NO e aumento do estresse oxidativo,
causando a apoptose de cardiomiocitos, alteragbes morfoldgicas, funcionais e
disturbios de contratilidade cardiaca (TEUBER et al., 2022).

Além do desacoplamento da NOS como fonte de espécies reativas de oxigénio
(ERO), ha outras enzimas pro-oxidantes que também tém participagao crucial para o
desenvolvimento de disfungcdo cardiaca, como a enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase.

2.5 Mecanismos moleculares e de estresse oxidativo envolvidos em doencgas

cardiacas

A maior parte dos estudos sobre as alteragdes cardiovasculares durante a
malaria sao relatos de caso ou estudos clinicos com poucos pacientes (GUPTA et al.,
2021; MISHRA et al., 2013). Portanto, dados sobre a repercussao cardiaca da doenca

permanecem escassos.

Algumas revisdes de literatura sugerem que alteragdes cardiacas acontecem
devido ao aumento de citocinas proé-inflamatérias, desencadeando, desta forma,
disfungao contratil, e pela presenca de toxinas produzidas pelo protozoario, que
causariam estresse oxidativo e a apoptose de cardiomiocitos (DAY et al., 1999;
MARRELLI et al., 2016). O estresse oxidativo tem um papel importante no
desenvolvimento dos principais sinais da malaria. Estudos demonstraram que, na

malaria causada por Plasmodium falciparum, os eritrocitos infectados liberam mais
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EROs se comparados aos de pacientes infectados com a espécie do protozoario que
causa uma malaria mais branda (PRASANNACHANDRA, 2006).

As enzimas da familia nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH oxidase, NOX ou DUOX) constituem as principais fontes de EROs no sistema
cardiovascular. Esta enzima esta localizada em diversos tipos celulares, como células
endoteliais, fibroblastos, macréfagos, células musculares lisas e cardiomiécitos
(VERMOT et al., 2021). Existem sete isoformas da enzima, que sdao denominadas
NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DOUX1 e DUOX2 (TEUBER et al., 2022). As
isoformas NOX compartiiham uma homologia estrutural, onde ha a subunidade
catalitica, que € uma proteina transmembrana em hélice, que possui um grupo
prostético heme e um dominio com uma enzima dehidrogenase. Essas enzimas terao
variagdes em relacdo aos co-fatores enzimaticos de acordo com os tipos celulares e
mecanismos de ativagao (Fig. 9) (PANDAY et al., 2015; VERMOT et al., 2021).

NADP* NADPH

POLDIP2

NADP*

Figura 9: Isoformas de NADPH oxidase. As isoformas NOX1, NOX2 e NOX5 produzem &anion

superoxido (‘O27), enquanto a Nox4 produz principalmente peroxido de hidrogénio (H202). A atividade
de NOX5 é dependente de calcio (Ca2+) (FUKAI et al., 2020; PANDAY et al., 2015).
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Em situagdes fisiologicas, a NOX tem como fung&o principal a produgao de
peréxido de hidrogénio (H202) e anion superoxido (-O27) a partir da agéo catalitica
sobre o oxigénio (O2). Em contexto em que ha homeostasia, existem enzimas de
sistemas antioxidantes, que possuem capacidade de eliminar de forma eficiente as
EROs produzidas pela NOX. Porém, em condi¢des patoldgicas, ocorre o aumento da
expressao de NOX, levando a aumento de ‘Oz e, concomitantemente, os sistemas
antioxidantes ndo sdo capazes de eliminar EROs de forma eficiente, causando
alteragdes celulares significativas (TAYLOR et al., 2021; VERMOT et al., 2021)

Nos cardiomiécitos, sdo expressas as enzimas NOX2, NOX4 e NOX5. Porém,
as NOX2 e NOX4 sao as isoformas mais descritas em células musculares cardiacas.
A NOX4 tem atividade constitutiva, mas também pode ser regulada de acordo com
diferentes condi¢des que alterem a homeostasia do cardiomiécito. Esta isoforma fica
localizada no meio intracelular, mais precisamente em membranas de organelas,
como o reticulo sarcoplasmatico, envelope nuclear e mitocéndria (MATSUSHIMA et
al., 2013; MATSUSHIMA et al., 2016; SCIARRETTA et al., 2013; TEUBER et al.,
2022). A NOX2 tem atividade induzida pela presenca de mediadores que alteram o
ténus vascular. Esta isoforma esta localizada principalmente na membrana celular em
diferentes microdominios, como tubulos T, membrana lateral e nos discos intercalares
dos cardiomidcitos (TEUBER et al., 2022; ZHANG, M. et al., 2015).

A principal funcao desta enzima é produzir -O2". Niveis baixos de EROs séao
fisiologicamente necessarios, porém, quando ha excesso na produgédo, EROs
contribuem para o prejuizo da fungdo cardiovascular (ZHANG, L. et al., 2015; ZHANG
et al., 2020). A NOX esta associada a elevada producdo de EROs no coragao durante
quadros de arritmia, em modelo de aumento de sobrecarga de pressao por constricao
aodrtica ou ap0ds infusao de fenilefrina ou angiotensina-Il (AGO et al., 2010). O aumento
da atividade na NOX e, consequentemente, de ‘Oz, leva a apoptose de cardiomiocitos
e disfungao cardiaca (Fig. 10) (AGO et al., 2010; YOUN et al., 2013).
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Figura 10: Sistema pré-oxidantes e antioxidantes em cardiomiocitos. Estresse oxidativo em
condigdes fisiologicas e o equilibrio entre sistemas pro-oxidantes e antioxidantes (superior). Estresse
oxidativo em condigdes fisiopatoldgicas e o desequilibrio entre sistemas pré-oxidantes e antioxidantes
(VAN DER POL et al., 2019).

Durante a malaria, ha um desequilibrio entre enzimas oxidantes e sistemas
antioxidantes, gerando, assim, o estresse oxidativo. Estudos demonstraram que o
aumento de marcadores de estresse oxidativos esta correlacionado a gravidade da
doenca (GOYAL et al., 2012; PERCARIO et al., 2012). Além da producédo de EROs
por células do sistema imune, o protozoario, ao destruir o eritrocito, libera a
hemoglobina, e quando esta proteina € degradada, resulta em intenso estresse
oxidativo (NARSARIA et al., 2012; RIFKIND et al., 2014). Ha aumento da produgao de

EROs como ‘Oz em criangas com malaria grave (NARSARIA et al., 2012) e em
modelo murino de malaria cerebral (FRANCISCHETTI et al., 2014).

Na literatura, ha trabalhos que descrevem danos graves a funcéo cardiaca
durante a malaria grave. Porém, os mecanismos pelos quais ha o desenvolvimento
de alteracdes funcionais cardiacas ainda nao foram elucidados. Ha estudos que
indicam que o estresse oxidativo € um dos principais mecanismos que irao
desencadear danos a 6rgaos em individuos com malaria. Uma das principais enzimas
envolvidas na produgao de EROs é a NOX, mais especificamente a NOX2, que esta
presente em diversos tipos celulares no coracdao. Portanto, torna-se importante

investigar a participagdo da enzima no desenvolvimento de alteragbes cardiacas
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relevantes durante a malaria grave e dados mais robustos relacionados a esse

mecanismo poderiam auxiliar em futuras terapias adjuvantes para a malaria grave.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

- Avaliar a participagdo da enzima NADPH oxidase no desenvolvimento de

alteragdes cardiacas em modelo experimental de malaria grave (MEMG).

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a fungéo cardiaca e sinais da infecgdo por malaria ao longo do

tempo.

- Determinar a participacdo do estresse oxidativo, mais especificamente da

NADPH oxidase, nas altera¢des cardiacas causadas pela malaria grave.

- Avaliar o papel do NO nas alteracdes de contratilidade cardiaca induzidas pela

malaria.

- Confirmar a participacdo da NADPH oxidase 2 nas alteragcbes de

contratilidade cardiaca causadas pela malaria grave.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais experimentais

Camundongos BALB/c foram mantidos em caixas a temperatura ambiente;
agua e comida ad libitum e ciclo de claro/escuro de 12 horas. O projeto foi aprovado
na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob o protocolo 330/2018.
A espécie utilizada do protozoario foi o Plasmodium chabaudi AS, que infecta apenas
roedores, causando uma forma grave de malaria (CRAIG et al., 2012; STEPHENS et
al., 2012).

Os experimentos foram divididos em trés protocolos, listados na tabela 2. Os
camundongos BALB/c (Tabela 2, protocolos 1 e 2) e os C57BL/6 (Tabela 2, protocolo
3) foram fornecidos pelo Biotério Central da UFMG e mantidos no Biotério do

departamento de Farmacologia com agua e ragao ad libitum.

Para avaliar a infecgéo e observar a fase aguda da infecgado, os animais BALB/c
foram divididos em 4 grupos experimentais, um controle e trés com diferentes tempos

de infecgao: 7, 14 e 28 dias.

A apocinina € um inibidor de NADPH oxidases. O tratamento com apocinina foi
realizado por gavagem diaria do 7° ao 14° dia pds-infecgao, dpi, na dose de 30 mg/kg
(SIMPLICIO et al., 2017; ZHANG et al., 2015). A escolha do momento do tratamento

foi baseada nos resultados do primeiro protocolo experimental.

Os camundongos nocautes para a subunidade gp91Ph°x da isoforma 2 da
NADPH oxidase (NOX2) — protocolo 3 — foram gentilmente cedidos pela profa. Dra.
Leda Quercia Vieira. Estes animais foram criados no Biotério do Laboratério de
Gnotobiologia e Imunologia, Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB,
UFMG (LAGI, ICB — UFMG), e mantidos em microisoladores no Biotério do laboratério

de Imunofarmacologia (ICB — UFMG)



Tabela 2. Protocolos e grupos experimentais
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Protocolo Linhagem Grupos Objetivo
-Controle
- 7 dias de infeccéo Caracterizagao temporal da
1 - BALB/c
- 14 dias de infecgao infeccéo
- 28 dias de infeccéo
- Controle veiculo Efeitos da inibicao de NOX por
- Controle apocinina apocinina (7° ao 14° dia poés-
2 - BALB/c
- Infectado veiculo infecgdo, dpi) — 30 mg/kg por
- Infectado apocinina dia (gavagem)
- Controle wild type  Confirmacgéao da participacao da
- C57BL/6 - Infectado wild type  isoforma NOX2 nas alteragbes
- NOX27 - Controle NOX2- de fungao cardiaca induzidas

- Infectado NOX2-

por malaria

4.2 Infecgao com Plasmodium chabaudi, MEMG grave

Uma amostra da cepa foi descongelada e inoculada em um camundongo para
garantir a viruléncia da cepa. Com parasitemia entre 20-40%, o camundongo doador
foi anestesiado com Cetamina (100 mg/kg) associada a Xilazina (10 mg/kg), em
seguida, submetido a eutanasia por sangria e o sangue foi coletado com seringa
contendo heparina. Apds quantificagdo de hemacias na camara de Neubauer, a
sangue foi diluido com solugdo tampao fosfato-salino (PBS) a fim de alcancar a
concentragédo desejada de 10° eritrécitos parasitados, em volume final de 200 pL. O

inoculo foi injetado por via intraperitoneal.

4.3 Determinacgao da parasitemia

A parasitemia foi acompanhada diariamente, ao longo de 28 dias, através da
técnica da extensdo sanguinea de uma amostra do sangue periférico corada pelo
método do pandtico rapido. O resultado foi expresso em porcentagem de hemacias
parasitadas em relacdo ao total de hemacias. Foram contadas 1000 hemacias
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divididas em quatro campos distintos da lamina. A contagem de eritrécitos parasitados

foi feita em um microscépio de luz com objetiva de 100x.

4.4 Avaliagao do peso corporal, peso de érgaos-alvo e do coragao

O peso dos animais foi monitorado periodicamente at¢é o momento da
eutanasia. Para avaliar o peso dos 6rgéos, os animais foram eutanasiados por sangria
sob anestesia geral (Cetamina:Xilazina 100:10 mg/kg, |.P.) e submetidos a
laparotomia mediana. O bago, figado e coragao foram retirados, limpos e pesados. O
peso de cada 6rgao foi corrigido pelo comprimento da tibia. Os tecidos cardiacos
foram armazenados em microtubos em freezer a -20° C para as analises bioquimicas

e moleculares.

4.5 Hemograma

Os animais foram anestesiados e eutanasiados como descrito no item 4.4,
submetidos a laparotomia mediana. Para contagem de hemacias e hematdcrito, foram
retirados 500 uL de sangue por rompimento da veia cava inferior. Cada amostra foi
homogeneizada com 20 pyL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e foi
analisada em um hemocitdmetro MEK-7300K (Nihon Kohden - CelltacES).

4.6 Avaliacao da fungao cardiaca ex vivo — Langendorff

A cavidade toracica dos animais foi aberta apds eutanasia. Os coracoes
isolados foram colocados em solugao Krebs (em mM): 113 NaCl; 4,7 KClI; 1,1 KH2POg;
1,1 MgClz; 22 NaHCOs; 11 glicose; 1,35 CaCl2) a 4° C e com pH ajustado para 7,4. A
aorta ascendente foi canulada. Os coragdes foram montados em um banho de 6rgéaos
com fluxo de 2,5 mL/min de Krebs a 37° C aerado por mistura carbogénica (5% CO:
e 95% O2) (BELL et al., 2011; OLEJNICKOVA et al., 2015). Um balao de latex foi
conectado a um transdutor de pressao e a um amplificador (AVS projetos, SP). O
baldo foi colocado no ventriculo esquerdo e preenchido com agua para ajustar a
pressao diastdlica final a 5 mmHg. A pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo

(PDVE) foi calculada pela diferenga entre a pressao sistolica e a pressao diastdlica.
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Apos estabilizagado, foi realizada a curva com isoprenalina (10-'© a 10 mol/L) com
intervalos de 50 segundos entre as concentragées. Nos animais do protocolo 2
(tabela 1) também foram realizadas curvas de pressao (pressao diastdlica: 5, 10 e 20
mmHg), para avaliar a resposta contratii ao aumento de pré-carga, e curvas de
isoprenalina na presenga de N-nitro-L-arginina—metil éster (L-NAME) a 10 mol/L, a

fim de avaliar a contribuicdo do NO.

4.7 Avaliacao histopatolégica do coracao

Para retirada do coragdo os animais foram eutanasiados por sangria sob
anestesia geral (Cetamina:Xilazina 100:10 mg/kg, |.P.) e submetidos a laparotomia
mediana. Os cora¢des foram fixados em solugéo de PFA 4% (diluido em PBS 0,1 M)
de 24 a 48 horas. Apds o tempo de fixagcao, os coragdes foram embebidos em alcool
70, 80, 95 e 100% para que os tecidos fossem desidratados. Em seguida, para
diafanizagdo, as amostras foram imersas em xilol. Na etapa seguinte os tecidos foram
incluidos em parafina. Foram feitas sec¢gdes de 5 ym com auxilio de um micrétomo.
Os cortes foram posicionados em laminas de vidro e posteriormente coradas com

hematoxilina-eosina (H&E).

A analise histopatoldgica foi baseada na intensidade e extensao do infiltrado
inflamatério e da fibrose. O score histopatolégico de cada parametro variou de 0 a 4,
sendo 0 ausente, 1 leve, moderado, 3 intenso e 4 muito intenso. O avaliador realizou
a analise cega. O microscépio, a camera e o programa utilizado para obtencéo das

imagens sdo de marca Motic. O aumento utilizado foi de 400x.

4.8 Dosagem de proteinas

Para realizacdo dos ensaios para quantificacdo de peroxidacao lipidica e
enzimas antioxidante, foi realizada a normalizacao pela concentragdo de proteina de
cada amostra. A quantificagdo de proteinas das amostras foi realizada através do
ensaio de Bradford. Apds homogeneizagao das amostras e centrifugagédo com tampao
de lise (item 4.8), 5 pL do sobrenadante de cada amostra foi colocado em uma placa
de 96 pocos juntamente com 200 pL de reagente de Bradford (Bio-Rad). A reagao foi
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incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, através de detecgao
colorimétrica, as amostras foram lidas em comprimento de onda de 595 nm. A relacao
entre a absorbancia e concentragao de proteina foi avaliada por meio da curva-padréao

de soroalbumina bovina (BSA) nas concentrag¢des: 0,0625 mg/dL — 2,0 mg/dL.

4.9 Avaliacao da peroxidacgao lipidica

Amostras do ventriculo esquerdo do coragado dos animais experimentais foram
homogeneizadas em 350 uL de tampao de lise (1 ml de PBS 10x; 0,1 ml do surfactante
NP40; 0,05 g de deoxicolato de sodio; 0,1 ml de dodecil sulfato de sddio (SDS) 10%;
agua destilada qsp 10 ml; 4 yL de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 5 yL do mix
de inibidor de protease). Apés homogeneizagdo com o tampao de lise, o homogenato
foi centrifugado a 4500 rotagdes por minuto (rpm) por 30 minutos a 4°C. Para parte
posterior do ensaio foi utilizado o sobrenadante. Foram utilizados 25 pL do
sobrenadante, 25 uL de SDS 8,1% e 1 mL de reagente de cor contendo acido acético,
hidroxido de sédio e acido tiobarbitiruco (TBA). Simultaneamente, foi realizada uma
curva-padrao (0,625 — 10 uM) para obter a relagdo entre a absorbancia e
concentracdo de malonaldeido (MDA), principal produto da peroxidacéo lipidica. As
amostras e a curva-padrao foram colocadas em banho seco por 1 hora a 100° C.
Durante esta etapa o MDA contido nas amostras e curva-padrao reagiu ao acido
tiobabiturico. Apds esta etapa de incubagdo as amostras e a curva-padrao foram
novamente centrifugadas por 10 minutos a 8000 rpm. Apds centrifugacéo, 150 uL do
sobrenadante foram colocados em placas com 96 pocos e por método colorimétrico,
com leitura de 540 nm, foi realizada a dosagem de substancias reativas do TBA

(TBARS). Os resultados foram expressos como nmol/mg proteina.

4.10 Deteccao de espécies reativas de oxigénio in situ

Para investigagao da producao de EROs no coragao de animais do protocolo
2, foi utilizada a sonda di-hidroetidina (DHE, Sigma Aldrich, D7008). DHE reage com
0 anion superoéxido e outras EROs, levando a formacéo de 2-hidroxietideo e de etideo,
produtos que intercalam ao acido desoxirribonucleico (DNA) e emitem fluorescéncia

vermelha no nucleo celular. Inicialmente, coracao foi incluido em meio de
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congelamento (Tissue-Tek O.C.T. compound — Dajota/Sakura) e armazenado em
freezer — 80° C. Foram feitas criossec¢des com espessura de 10 um e os cortes foram
posicionados em laminas silanizadas. A secg¢des foram incubados com uma solugao
permeabilizante de Triton X-100 a 1% em PBS durante 10 minutos. Em seguida, foram
incubados com a solugdo de DHE (10* mol/L) na estufa a 37 °C durante 30 minutos.
Apos incubacao, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS por cinco minutos.
Para montagem das laminas, foi utilizado glicerol 70% diluido em PBS para
conservagdao do tecido e da fluorescéncia. Através de um microscépio de
fluorescéncia acoplado a uma camera fotografica, as imagens dos cortes foram
registradas no aumento de 200x. As concentragcdes de EROs encontradas nos tecidos
foram vistas por emissédo de fluorescéncia vermelha, e quantificada pelo programa

ImagedJ (NIH — National Institutes of Health).

4.11 Preparacgao do tecido e quantificagcao dos sistemas antioxidantes

Foram coletadas amostras de coragao de animais do primeiro e do segundo
protocolo experimental. Os animais foram primeiramente anestesiados, foi realizada
uma abertura na cavidade toracica. Os coragdes foram homogeneizados em PBS pH

7,4 e 0 homogenato foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4° C.

4.11.1 Determinacéo da atividade tecidual da superoxido dismutase (SOD)

Para o ensaio, foram utilizados 20 uL do sobrenadante. O ensaio utiliza o sal
de tetrazolio para a detecgéo de radicais superdxido gerados pela xantina oxidase e
hipoxantina, sendo que a reagao gera o produto cromogénico, corante de formazan,
com absorbancia entre 440-460nm. Uma unidade de SOD (U/ml) é definida como a
quantidade de enzima necessaria para que ocorra 50% da dismutacdo do radical
superoxido (SIMPLICIO et al., 2015). A formula utilizada para a determinagao da
atividade de SOD esta exibida na imagem seguinte (Calculo 1). Na dosagem, é
adicionada a amostra uma solugado enzimatica e para cada amostra ha um branco,
denominado branco 2, que € constituido pela amostra, mas sem a solugao enzimatica.
Apods, ha mais dois brancos: o branco 1 contém somente a solugdo enzimatica, o

branco 3 sem amostra e nem solugao enzimatica.
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Calculo 1. Férmula para determinagao da atividade de SOD.

(Abs1 — Abs.Br3) — (Abs Am. — Abs Br2)

Atividade da SOD (taxa de inibigdo%) = x100
(Abs. Br1 — Abs Br3)

Legenda: Abs= Absorbancia, Br=Branco.

Fonte: Superoxide Dismutase Assay Kit, Cayman Chemical Company, EUA, Cat. N° 706002.

4.11.2 Determinagdo da atividade tecidual da catalase

O ensaio se deu pela adicdo de 1 uL do sobrenadante da amostra de tecido a
1699 pL de PBS 1x e 300 uL de peroxido de hidrogénio (H202) em cubetas de quartzo
e, apos a homogeneizacgéo, verificou-se a velocidade de decomposi¢cédo do H202 por
1 minuto. Subtraiu-se o valor inicial de absorbancia do valor final obtido e os resultados

foram expressos como unidades de catalase por mg proteina (AEBI, 1984).

4.11.3 Quantificagdo da glutationa reduzida (GSH)

Foi adicionado 100 yL do homogenato a 100 puL de acido tricloroacético
(0,0125%), permanecendo em gelo por 30 minutos e centrifugado a 3000 rpm por 15
minutos a 4°C. Em seguida, adicionou-se 100 uL da amostra, 200 uL de tampao Tris
pH 8,0 e 5 uL de acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico) em placas de 96 pocos (DTNB;
3,96 mg de DTNB em 1 mL de metanol). Quando o acido entrou em contato com o
grupo SH — 36 tiol dos grupos sulfidrilicos, produziu entdo uma coloragdao amarela, a
qual foi detectada por espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 415 nm. Os

valores foram expressos em ug GSH/mg de proteina (SIMPLICIO et al., 2015).

4.12 Quantificagao de citocinas

Os kits para enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) de camundongo
foram obtidos da R&D Systems (DuoSet). 100 mg do ventriculo esquerdo dos animais

foram homogeneizados em 1 mL de tampao de extragao de citocinas (PBS contendo
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inibidor de proteases: 0,1 mM PMSF, 0,1 nM benzetonio cloridrico, 10 mM EDTA e 20
Kl aprotinina A) e 0,05% de Tween20.As citocinas avaliadas foram Interleucina (IL)-
18, IL-6, IL-10, Fator de necrose tumoral (TNF)-a e Interferon (IFN)-y. Todos os
ensaios enzimaticos foram realizados em placas de 96 pogos (C96 MicroWellTM
Plates, Nunc. Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). As placas foram
sensibilizadas com 50 pL/pogo com os respectivos anticorpos de captura. As placas
foram incubadas em temperatura ambiente com agitacdo constante por duas horas.
Ap6és trés lavagens com PBS-Tween 20 (0,05% - pH =7,4), as placas foram incubadas
por uma hora a temperatura ambiente e agitagdo constante com tampao de bloqueio
(1% de BSA em PBS pH = 7,4). Apds a retirada do tampéao de bloqueio e nova etapa
de lavagens, foi adicionado 50 uL dos padrées (1000 — 2000 pg/mL) e das amostras
diluidas em BSA-PBS (0,1% - pH = 7,4) e as placas foram incubadas por 12 horas a
4° C. Apés incubacéo, as placas foram lavadas e foram adicionados 50 uL/pog¢o de
anticorpo de detecgéo para as citocinas desejadas e, em seguida, as placas foram
incubadas em temperatura ambiente e agitacdo constante por duas horas. Apds nova
lavagem, adicionou-se 50 pL/pogo de solugdo de estreptoavidina (25 pL de
estreptoavidina em 5 mL de solugdo BSA 0,1%) e incubou-se por 30 minutos. Em
seguida, foi adicionado 50 pL/pogo de substrato o-fenilenodiamina (OPD — Sigma)
diluido em tampé&o citrato (pH = 5) acrescido de H202 (30% v/v). As placas foram
incubadas em camara escura até que a reacgao ocorresse. A reacao foi interrompida
com adicao de 50 pL/poco de acido sulfurico 1 mol/L. A leitura das placas foi realizada

em espectrofotdmetro a 490 nm.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média e erro padrdo ou com mediana
e interquartis, conforme a dispersdo dos dados. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia de um (OneWay ANOVA) ou dois fatores (TwoWay ANOVA)
seguida pelo tratamento com o poés-teste Tukey, Sidak ou Dunnett pelo programa
Prisma (GraphPad Prism 8.0), conforme individualmente indicado nas legendas.
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5 RESULTADOS

5.1 Os animais infectados com Plasmodium chabaudi apresentam sinais graves

da infecgao

Os animais BALB/C infectados com P. chabaudi (Protocolo1 — Tabela 2)
apresentaram redugao significativa de peso corporal, principalmente nos dias em que
ocorriam picos de parasitemia, entre o 7° e 12° dia pds-infecgéo (dpi). A perda de peso
corporal mais acentuada (aproximadamente 12%) ocorreu no 8° dpi (Fig. 11A). Os
animais infectados apresentaram o pico de parasitemia entre o 8° e 12° dpi. O pico de
parasitemia foi de 28 + 2%, apds o qual os animais apresentaram queda acentuada

no numero de hemacias infectadas, negativando a partir do 14 dpi (Fig. 11B).

Os animais apresentaram uma diminui¢ao significativa no nimero e hemacias
e hematdcrito, caracterizando quadro de anemia grave pela malaria. A redugédo de
hemacias ocorreu nos trés grupos de animais infectados e no hematdcrito
principalmente nos grupos 7 e 14 dpi (Fig 11C e 11D). Claramente, apds 28 dpi os
animais conseguiram zerar a parasitemia, voltaram a ganhar peso e apresentaram
recuperacao da anemia, demonstrando assim que a infecgao é autolimitada e o animal
consegue sobreviver mesmo apresentando sinais graves da doenga na fase mais

aguda.

Figado e bago sdo 6rgao-alvo na malaria, pois estdo diretamente envolvidos no
ciclo de vida do parasito no hospedeiro (ver figura 1). Observou-se um aumento
significativo no peso do figado e bago nos trés tempos da infec¢ao analisados. Todos
0s grupos apresentaram aumento no peso do bago se comparados ao grupo controle
(Fig. 11E).
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Figura 11: Caracterizacao da infecgdo por Plasmodium chabaudi em camundongos Balb/C:
A) Acompanhamento do peso corporal de animais controle e infectados ao longo de 28 dias. B)
Porcentagem de hemacia parasitadas ao longo de 28 dias de infecgdo. A contagem de eritrocitos
parasitados foi feita em um microscépio de luz com objetiva de 100x. Os animais foram divididos em 4
grupos: controle (nado-infectado), 7, 14 e 28 dias pos-infecgao (dpi). C) Contagem de hemacias. D)
Porcentagem de hematdcrito. E) Peso do Bago. F) Peso do Figado. Dados expressos como
média £+ EPM. N = 8. **P<0,01 e ***P<0,001 x Controle - TwoWay ANOVA, Pds-teste Tukey. *P<0,05;
**P<0,01 e ***P<0,001 x Controle - OneWay ANOVA, Pés-teste Tukey.

5.2 Os animais infectados com Plasmodium chabaudi apresentaram alteragoes

funcionais cardiacas

Para avaliar as alteragdes cardiacas de animais infectados com Plasmodium
chabaudi, foi realizada analise ex vivo através da técnica de Langendorff. Foi possivel
observar que, durante a infeccdo, os animais dos grupos 7 € 14 dpi apresentaram
alteracdes significativas na funcdo cardiaca basal, observado pelos tracados
representativos na Figura 12A, e na resposta a concentragdes crescentes de
isoprenalina (Fig. 12B — 12D). Na Fig. 12B, observa-se que, a partir do 7° dpi e de
forma mais acentuada no 14° dpi, houve um aumento significativo na resposta
inotrépica a isoprenalina, conforme demonstrado pelo aumento da pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE). Para corroborar com esse resultado,
ressalta-se que ha um aumento significativo da area sob a curva (ASC) do respectivo

parametro. Ademais, houve aumento significativo da derivada da pressao pela



derivada do tempo (dP/dt) maxima e minima nos grupos 7 e 14 dpi comparados ao
grupo controle, resultados corroborados pelos respectivos aumentos das ASC (Fig.
12C e 12D).
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Figura 12: Avaliagdao das alteragbes funcionais cardiacas em animais infectados por
Plasmodium chabaudi. Coragbes isolados de animais controle e infectados (7, 14 e 28 dpi) foram
avaliados quanto a: A) Pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) e derivada da pressao
pela derivada do tempo (dP/dt). Imagens representativas de um registro de 2,5 segundos (s). Fungao
cardiaca sob estimulo farmacolégico: B) PDVE e a respectiva area sobre a curva (ASC). C) dP/dt
maxima (dP/dt max.) € D) minima (dP/dt min.) da presséo pela derivada do tempo e suas respectivas area
sob a curva (ASC). As avaliagbes quantitativas foram realizadas mediante estimulo farmacolégico com
concentragdes crescentes de isoprenalina (Iso: 10-9 a 10 mol/L). Dados expressos como média *
EPM. N =5 - 6. *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 x Controle - TwoWay ANOVA, Pés-teste Tukey.
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Para avaliar se as alteragcbes funcionais eram resultado de uma eventual
hipertrofia cardiaca, os coragdes dos diferentes grupos experimentais foram pesados.
Observa-se que os animais do grupo 7 dpi apresentaram redugao significativa no peso
do coragdo, acompanhando a perda de peso causada pela infecgdo, que nao é
observada nos grupos 14 e 28 dpi (Fig. 13A). Portanto, as alteragdes funcionais
encontradas parecem nao ser resultado de mudancgas anatdmicas cardiacas durante

a infeccao.

>

Coragao {mg/mm)

Figura 13: Avaliagdo do peso cardiaco de animais infectados com Plasmodium chabaudi. A) O
peso dos coragdes (mg) foi corrigido pelo comprimento das tibias (mm). Dados expressos como média
+ EPM. N =8 - 9. *P<0,05 x Controle - OneWay ANOVA, Pés-teste Tukey.

5.3 Os animais infectados com Plasmodium chabaudi apresentaram estresse

oxidativo no tecido cardiaco

Para avaliar se o estresse oxidativo seria responsavel pelas alteracdes
funcionais cardiacas causadas pela malaria, foram determinas as alteracbes
oxidativas em lipidios presentes na membrana celular, pela presencga de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Apenas os animais do grupo 14 dpi
apresentaram aumento significativo dos niveis de malondialdeido (MDA) quando
comparados ao grupo controle (Fig. 14A). No grupo 28 dpi, demonstrando novamente
a caracteristica autolimitada do modelo de infecgdo, ndo ha aumento nos niveis
cardiacos de MDA (Fig. 14A).
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Figura 14: Avaliagcdao da peroxidagao lipidica. Deteccdo de estresse oxidativo em coragdes de
animais infectados com Plasmodium chabaudi. A) Concentracdo de malondialdeido (MDA). As caixas
(box plots) mostram intervalos interquartis e as barras representam os percentis 10, 50 (mediana) e 90.
N =6-7. *P<0,05 x Controle veiculo - OneWay ANOVA, Pés-teste Sidak.

Para avaliar se as alteragdes funcionais encontradas nos coragdes de animais
infectados com Plasmodium chabaudi eram correlacionadas ao desequilibrio entre
enzimas pro-oxidantes e antioxidantes, foram realizados experimentos para
quantificar a atividade de superoxido dismutase (SOD) e os niveis de catalase e de
glutationa reduzida (GSH). Os resultados demonstraram significativa diminuigdo na
atividade enzimatica da SOD somente nos coragdes de animais 14 dpi comparados
ao grupo controle (Fig. 15A). Nao houve alteracao na atividade da catalase (Fig. 15B)

e de GSH (Fig. 15C) no tecido cardiaco em nenhum dos grupos infectados.
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Figura 15: Sistemas antioxidantes em coragées de camundongos infectados com Plasmodium
chabaudi. A) Porcentagem de inibicdo da superdxido dismutase (SOD). N = 5 - 7. B) Niveis de
catalase. N = 7 - 8. C) Niveis de glutationa reduzida (GSH). As caixas (box plots) mostram intervalos
interquartis e as barras representam os percentis 10, 50 (mediana) e 90. N = 6 - 8. *P<0,05 x Controle
veiculo - OneWay ANOVA, Poés-teste Sidak.

Considerando as alteracdes cardiacas por P. chabaudi encontradas e sabendo
que ha aumento de EROs durante a malaria, nés partimos para analise do efeito da
inibicdo da NADPH oxidase com apocinina sobre a funcdo de coragao isolado de

animais infectados.

5.4 A inibicdo da NADPH oxidase nao alterou o curso da infeccdo por

Plasmodium chabaudi.

As principais alteragbes cardiacas funcionais durante a infecgdo causada pelo
Plasmodium chabaudi ocorreram no 7° e 14° dpi. Entretanto, as alteracbes mais
significativas foram observadas no 14° dpi. Portanto, neste segundo protocolo, optou-
se por iniciar o tratamento dos animais com apocinina (30 mg/kg) quando os sinais da

doenca no coragao ja estavam presentes, isto é, do 7° ao 14° dpi (Tabela 2).

N&o houve diferenca significativa na variagdo de peso dos animais (Fig. 16A),
parasitemia (Fig. 16B), pesos do bago (Fig. 16C) e figado (Fig. 16D) entre os grupos
tratados ou ndo com apocinina. Ou seja, o tratamento com apocinina nao alterou o
desenvolvimento dos principais sinais da infeccdo por Plasmodium chabaudi. Desta

forma, pode-se inferir que a inibicdo da NADPH oxidase ndo modifica o curso da

doenca.
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Figura 16: Efeitos da apocinina sobre os parametros da infec¢ao por Plasmodium chabaudi. Os
animais foram tratados com veiculo (agua) ou apocinina (30 mg/kg, gavagem) de 7 a 14 dias pos-
infecdo (dpi). A) Acompanhamento do peso corporal ao longo da infeccdo e tratamento. B)
Porcentagem de parasitemia nos animais infectados. C) Peso do baco. D) Peso do figado. Dados
expressos como média + EPM. N = 6 - 9. *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 x Controle veiculo - TwoWay
ANOVA, Pés-teste Tukey; #P<0,05 x Controle apocinina - TwoWay ANOVA, Pos-teste Tukey.

5.5 A inibicido da NADPH oxidase modificou os parametros hematolégicos

encontrados durante a malaria

Embora alguns paréametros da infecgdo ndo tenham sido melhorados, quanto
aos resultados de hemograma, o tratamento com apocinina contribuiu para melhora
da anemia, conforme observado pelo numero de hemacias (Fig 17A) e porcentagem
de hematdcrito (Fig. 17B). Além disso, embora ndo haja alteracdo do numero de
linfécitos (Fig. 17C), ndo se detectou aumento significativo de granuldcitos induzido

pela malaria no grupo tratado com apocinina (Fig. 17D).
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Figura 17: Parametros hematoldgicos apés tratamento com apocinina. Animais foram infectados
com Plasmodium chabaudi e tratados ou nao com apocinina (30 mg/kg). A) Hemacias. B) Hematdcrito.
C) Linfécitos. D) Granulécitos. Dados expressos como média + EPM. N = 6 — 7. *P<0,05 e ***P<0,001
x Controle veiculo - TwoWay ANOVA, Pos-teste Tukey; #P<0,01 x Infectado veiculo - TwoWay ANOVA,
Pés-teste Tukey.

5.6 A inibicdo da NADPH oxidase reverteu a hipercontratilidade cardiaca em

resposta ao aumento da pré-carga cardiaca e as concentragdes crescentes de

isoprenalina

Os coragdes dos animais dos diferentes grupos experimentais do Protocolo 2
(Tabela 2) foram isolados e tiveram a fungao cardiaca avaliada mediante a uma curva

de pré-carga ou a concentracdes crescentes de isoprenalina.

Para avaliar a capacidade do ventriculo esquerdo em responder ao aumento
de pré-carga, foi feita uma curva com pressées de enchimento de 5, 10 e 20 mmHg.
Foi possivel observar que os animais do grupo infectado veiculo apresentaram
aumento da pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) (Fig. 18A),

aumento da dP/dt maxima (Fig. 18B) e minima (Fig. 18C) para todas as pressao de
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enchimento. O tratamento com apocinina reverteu a hipercontratilidade cardiaca

desencadeada pela malaria grave (Fig. 18A — 18C).
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Figura 18: Reposta de coragdes isolados ao aumento da pré-carga. A) Presséo desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo (PDVE) e a respectiva area sob a curva (ASC). B) Derivadas maxima (dP/dt max.)
e C) minima (dP/dt min.) da presséo pelo tempo e as respectivas efeito ASC. Dados expressos como
média £ EPM. N= 7- 8. *P<0,05 e **P<0,01 x Controle veiculo - TwoWay ANOVA, Pds-teste Dunnett.

Tanto na figura 18 como na figura 19, nota-se que a inibicdo do estresse
oxidativo pela apocinina reverteu a hipercontratilidade cardiaca basal de animais
infectados com Plasmodium chabaudi. Nas imagens representativas da Figura 19A,
observa-se que o aumento da PDVE, bem como da dP/dt maxima e minima induzido
pela malaria, foram revertidos pelo tratamento com apocinina. Sob estimulo
farmacoldgico com isoprenalina (101 — 10 mol/L), observou-se que a apocinina
reverteu de maneira significativa o aumento da PDVE (Fig. 19B), da dP/dt maxima
(Fig. 19C) e minima (Fig. 19D) causados pela infecgdo. Os resultados ficam ainda
mais claros quando sao analisadas as respectivas ASC da PDVE, dP/dt maxima e
minima (Fig. 19B — 19D). Assim, infere-se que a NADPH oxidase tem papel relevante
no desenvolvimento de alteragdes funcionais cardiacas durante a malaria grave, ja

que a inibicdo da enzima reverte o prejuizo encontrado durante a infecgao.



60

A
PDVE
Controle Ycl Controle Apo Infectado Vcl Infectado Apo
100 100 100 100
- = K
? 80 § 80 80 :E.
E " E [ Eew Ew
"} “ " 0 g 0
0 1 o= ] 1 0 | o- | I
f 258 1 f 258 1 ! 258 ! ! 258 !
dP/dt
Controle Vel Cantrole Apo Infectado Vcl Infectado Apo
3000 200 3000 3000
g 200 F 2o F 200 g 20
P 1000 2 1000 | 2 1000 2 1000
E.-lm ;-ww E.-lm g.-lm
S 2000 S 2000 = 2000 T 2000
2000 I 3000 I <3000 | 3000 |
258 253 25s 258
B c D
120~ 6 000~ Qmpearsrrsstannusssianinirsssriirnss
_ -o- Controle Vel
5 100 §”°°' B 40004 &~ Controle Apo
E o] g+ TERT ? N\ o Infactado Vel
E £ 3 000 ; £ 2001 5 8534 - Infectado Apo
% 60-1 gznoo- T -.; Ak .
40+ % 10004 g =000
20 0 T T TTT -4 000 T T T T T T
Bl 10§ 8 -7 85 Bl109% 8 7 6 5
Log(lsc) [M] Log(lso) M]
30 000~
3
20 09D}
5
i
2
& 10 00D
E;
u_

Figura 19: Avaliagdo da fun¢ao cardiaca ex vivo apods inibigao do estresse oxidativo. Coragbes
isolados de animais infectados com Plasmodium chabaudi e tratados ou ndo com apocinina (30 mg/kg):
A) Imagens representativas de um registro de 2,5 segundos (s) da fun¢éo cardiaca em estado basal
da pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) e da derivada da presséo pela derivada do
tempo (dP/dt). B) PDVE e a respectiva area sobre a curva (ASC). C) dP/dt maxima (dP/dt max) e D)
dP/dt minima (dP/dt min.) da pressdo pela derivada do tempo e suas respectivas ASC. O estimulo
farmacoldgico com concentragbes crescentes de isoprenalina (Iso: 10-19a 10-> mol/L). Dados expressos
como média + EPM. N = 8 - 10. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 x Controle veiculo - TwoWay ANOVA,

Pos-teste Tukey.
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5.7 A o6xido nitrico sintase (NOS) nao participa das alteragées cardiacas

induzidas por NADPH oxidase

Para avaliar se a alteracéao do padréao de resposta a isoprenalina estava
associada a variagbes dos niveis de NO entre os grupos, os coragdes foram
perfundidos com inibidor de NOS, o L-NAME, e submetidos a isoprenalina. A inibicao
de NOS nao alterou a resposta contratil a isoprenalina. Isto é: nos diferentes grupos
experimentais, houve aumento dose-dependente da PDVE (Fig. 20A), da dP/dt
maxima (Fig. 20B) e minima (Fig. 20C), sendo a resposta a isoprenalina no grupo

infectado veiculo maior que a dos demais grupos.
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Figura 20: Avaliagao da fungao cardiaca mediante inibicdo de 6xido nitrico sintase. Coracgbes
isolados de animais infectados com Plasmodium chabaudi e tratados ou ndo com apocinina (30 mg/kg):
A) Pressédo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) e a respectiva area sobre a curva (ASC). B)
Derivadas maxima (dP/dt max) e C) minima (dP/dt min.) da presséo pela derivada do tempo e suas
respectivas ASC. As avaliagbes foram realizadas mediante perfusdo constante com éster metilico de
L-nitroarginina (L-NAME: 10+ mol/L) e estimulo farmacolégico com concentragdes crescentes de
isoprenalina (Iso: 10-'° a 10-> mol/L). Dados expressos como média £+ EPM. N =5 - 7. *P<0,05; **P<0,01
e ***P<0,001 x Controle veiculo - TwoWay ANOVA, Pés-teste Tukey.

Para comparar os resultados de fung¢ao cardiaca encontrados na auséncia ou
presenca de L-NAME, as ASCs dos parametros de contratilidade sdo mostradas lado
a lado na Figura 21. Os valores das ASC de PDVE (Fig. 21A) e dP/dt maxima (Fig.
21B) e minima (Fig. 21C) sdao semelhantes sem [(-) L-NAME] ou sob inibigado [(+) L-
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NAME] de NOS. Logo, o NO ndo participa da resposta a isoprenalina em animais

controles e ndo foi modulado durante a infecdo ou pelo tratamento com apocinina.
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Figura 21: Efeito da inibigdo das 6xido nitrico sintases sobre os pardmetros de contratilidade a
isoprenalina entre os grupos experimentais. Comparagéo das repostas contratil a isoprenalina sem
inibicdo [(-) L-NAME] ou com inibicdo de oxido nitrico sintase [(+) L-NAME] nos quatro grupos
experimentais. A) Area sobre a curva (ASC) da PDVE, B) dP/dt maxima e C) dP/dt minima. Dados
expressos como média + EPM. N =5 - 10. *P<0,05 e ***P<0,001 x Controle veiculo - TwoWay ANOVA,
Pos-teste Tukey.

5.8 A inibicao da NADPH oxidase reverteu o estresse oxidativo no coragao

durante a infecgao por Plasmodium chabaudi

Como demonstrado anteriormente (Fig. 14A), os animais infectados com
Plasmodium chabaudi apresentaram estresse oxidativo cardiaco. O tratamento com
apocinina reverteu o estresse oxidativo no coracdo dos animais infectados com
Plasmodium chabaudi. Houve redugéo significativa da producgao de ‘Oz, detectado por
sonda florescente (Fig. 22A e 22B) e houve diminuigdo das concentragoes de MDA
de maneira significativa (Fig. 23A). Portanto, a partir destes resultados, nota-se que a
NADPH oxidase tem papel importante para o estresse oxidativo cardiaco em animais

com malaria grave.
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Figura 22: Avaliagdo in situ da produgdo de espécies reativas do oxigénio. Criossecc¢des
transversais de coragcdo foram usadas para deteccdo de espécies reativas do oxigénio por sonda
fluorescente (dihidroetidina, DHE). A) Fotomicrografias ilustrativas em aumento de 200x da
fluorescéncia vermelha dos produtos da reacdo do DHE com anion superdxido e outas espécies
reativas do oxigénio. B) Resultados quantitativos da intensidade fluorescéncia em unidades arbitrarias
(U.A.). Dados expressos como média + EPM. N = 7. ***P<0,001 x controle veiculo; #P<0,01 x infectado
veiculo - TwoWay ANOVA, Pos-teste Tukey.
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Figura 23: Avaliagao do estresse oxidativo pela peroxidagao lipidica. O marcador de peroxidagao
lipidica foi avaliado no coragédo de animais infectados ou néo, tratados ou ndo com apocinina (30
mg/kg). A) Concentracdo de malondialdeiado (MDA). As caixas (box plots) mostram intervalos
interquartis e as barras representam os percentis 10, 50 (mediana) e 90. N =6 — 7. *P<0,05 x Controle
veiculo - TwoWay ANOVA, Pdés-teste Sidak.

Como demonstrado anteriormente (Fig. 15A), a infeccao por Plasmodium
chabaudi reduz a atividade da enzima SOD, favorecendo o aumento do estresse
oxidativo no coracdo. O tratamento com apocinina restaurou a atividade da SOD no
grupo infectado apocinina (Fig. 24A). A partir desse resultado, infere-se que a inibigéo
da NADPH oxidase restabelece o equilibrio entre sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes, a favor dos ultimos, no coracdo de animais infectados por Plasmodium

chabaudi.
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Figura 24: Efeitos do tratamento com apocinina sobre a redugao da atividade cardiaca de SOD
induzida pela infecgdo por Plasmodium chabaudi. A) Porcentagem de inibicdo da superdxido
dismutase (SOD). As caixas (box plots) mostram intervalos interquartis e as barras representam os
percentis 10, 50 (mediana) e 90. N = 7 - 8. *P<0,05 x Controle veiculo - TwoWay ANOVA, Pés-teste
Sidak; #P<0,01 x Infectado veiculo - TwoWay ANOVA, Pés-teste Sidak.

5.9 Influéncia da inibicdo da NADPH oxidase nos parametros inflamatérios

O coragdes dos animais infectados com Plasmodium chabaudi apresentaram
infiltrado inflamatdrio e fibrose leves e esse quadro nao foi revertido pelo tratamento
com apocinina (Fig. 25A e 25B). Portanto, a inibigdo da NADPH oxidase nao impede

os danos causados no coracgao pela malaria.
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Figura 25: Score histopatolégico. Analise histopatolégica do coragédo dos 4 grupos experimentais:
controle veiculo; controle tratado com apocinina; infectado veiculo; infectado tratado com apocinina. A)
Fotomicrografias do tecido cardiaco em H&E dos 4 grupos experimentais. Aumento de 400x. B) Score
histopatolégico. Dados expressos como média + EPM. N = 6-7. **P<0,01; ***P<0,001 x controle veiculo
- TwoWay ANOVA, Pds-teste Tukey.
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Para avaliar se a inibicido da NADPH oxidase alteraria a inflamagao cardiaca,

foram realizados ensaios imunoenzimaticos para quantificar citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias. Os animais infectados apresentaram aumento
significativo das citocinas pré-inflamatdérias, como IL-18 (Fig. 26A) e IL-6 (Fig. 26B).
De forma interessante, a inibicdo da NADPH oxidase durante a infecgao foi importante
para reduzir as concentragdes de IL1-3 e IL-6 (Fig. 26A e 26B). A infec¢do ndo causou

aumento nas concentragdes de TNF-a (Fig. 26D) e nem IFN-y (Fig. 26E).

Quanto a citocina anti-inflamatoria, houve aumento das concentragdes de IL-
10 nos coragdes dos animais infectados, que se mantiveram levados no grupo

infectado tratado com apocinina (Fig. 26C).
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Figura 26: Quantificagdo de citocinas cardiacas. Dosagem de citocinas em cora¢des de animais
infectados com Plasmodium chabaudi, tratados ou ndo com apocinina (30 mg/kg). A) Interleucina
(IL)- 1B. B) Interleucina-6. C) Interleucina-10. D) Fator de necrose tumoral (TNF)-a. E) Interferon (IFN)-
y. As caixas (box plots) mostram intervalos interquartis e as barras representam os percentis 10, 50
(mediana) e 90. N=6-7. *P<0,05 x Controle veiculo - TwoWay ANOVA, Pés-teste Sidak.
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5.10 A delecao da NOX2 nao altera o curso da malaria grave

A isoforma NOX2, pertencente a familia das enzimas NADPH oxidases, tem
relevante papel no desequilibrio redox durante quadros infecciosos e € uma das
isoformas que sdo encontradas em cardiomiocitos (WAGNER et al., 2014). Para
confirmar o papel da NOX2 nas alteragcbes que ocorrem durante a infeccdo por
Plasmodium chabaudi, animais NOX2- foram infectados e eutanasiados apds 14 dias

de infecg¢ao (Protocolo 3 — Tabela 2).

Foram realizadas analises das principais caracteristicas encontradas durante a
infeccdo por Plasmodium chabaudi. Os resultados demonstraram que animais que
nao possuem NOX2 funcional ndo apresentam alteragdes no curso da infecgdo. Nao
houve diferenga na parasitemia, os animais NOX27 apresentaram porcentagem de
hemacias infectadas comparavel aos animais wild type (wt) infectados (Fig. 27A). Os
animais NOX2”-, assim como ocorre nos animais wt, apresentaram aumento
significativo do peso de érgaos-alvo, figado (Fig. 27B) e baco (Fig. 27C), quando
comparados ao seu respectivo controle (ndo infectado). Assim, a auséncia da NOX2,
de forma similar ao que aconteceu com a inibicdo farmacolégica com apocinina, nao

alterou o curso da infecgao.

Os coragbes de animais infectados com Plasmodium chabaudi apresentaram
alteracdes histopatoldgicas sutis, como presenga de infiltrado inflamatdrio e fibrose
moderadas. A auséncia da NOX2 nao protegeu os animais infectados das alteragbes

histopatoldgicas cardiacas (Fig. 28A e 28B).
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Figura 27: Caracterizagao da infecgdo em animais C57BI/6 selvagens (wild type, Wt) e nocautes
para NOX2 (NOX2"). A) Parasitemia. B) Peso do figado. C) Peso do bago. Dados expressos como
média £ EPM. N = 3-7. **P<0,01; ***P<0,001 x respectivo Controle — TwoWay ANOVA, Pés-teste Tukey.
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Figura 28: Score histopatolégico. Analise histopatologica do coragdo dos 4 grupos experimentais:
controle selvagem (Wt - C) ndo infectado; nocaute para NOX2 (NOX2' - C) nao infectado; infectado
selvagem (Wt - I); infectado nocaute para NOX2 (NOX27 - I). A) Fotomicrografias do tecido cardiaco
em H&E dos 4 grupos experimentais. B) Score histopatolégico. Aumento de 400x. Dados expressos
como média + EPM. N = 3-7. ***P<0,001 x controle Wt - TwoWay ANOVA, Pdés-teste Tukey.
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5.11 A auséncia da NOX2 impediu o desenvolvimento de disfungao cardiaca

durante a infec¢ao por Plasmodium chabaudi

Para confirmar a participagcdo da NOX2 no desenvolvimento das alteragdes
cardiacas induzidas pela malaria grave, foram realizadas analises funcionais ex vivo
em coragbes isolados de animais wt e NOX27. Em animais NOX2’" ndo ha
desenvolvimento de alteragdes cardiacas desencadeadas pela infecgdo por
Plasmodium chabaudi. Observa-se que na auséncia de NOX2, os animais infectados
nao apresentam elevacdo de PDVE (Fig. 29A), dP/dt maxima (Fig. 29B) e minima
(Fig. 29C). Os resultados sao validados pelas diferengas significativas encontradas
nas analises de ASC (Fig. 29B e 29C). Desse modo, confirma-se que a NOX2
participa do desenvolvimento de alteragdes funcionais cardiacas que estao presentes

durante a infeccao malarica.
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Figura 29: Avaliagido da fung¢ao cardiaca ex vivo em animais C57BI/6 selvagens (wild type, Wt) e
NOX2"-. Coragbes isolados de animais dos 4 grupos experimentais: controle (nfo infectado) selvagem
(Wt - C); controle nocaute para NOX2 (NOX2-- - C); infectado selvagem (Wt - |); infectado nocaute para
NOX2 (NOX2" -1). A) Pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) e a respectiva area sobre
a curva (ASC). B) Derivadas maxima (dP/dtmax) € C) minima (dP/dtmin.) da pressdo pela derivada do
tempo e suas respectivas ASC. Curva realizada sob estimulo farmacoldgico com concentragbes
crescentes de isoprenalina (Iso: 10" a 10-5 mol/L). Dados expressos como média + EPM. N =4 - 7.
*P<0,05 X Wt controle TwoWay ANOVA, Pés-teste Tukey.
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6 DISCUSSAO

A malaria é considerada uma doenga tropical complexa, pois causa danos
multissistémicos, que contribuem para a evolugdo de quadros clinicos graves,
tornando a infec¢ao por Plasmodium a 62 causa de morte em paises de baixa renda
(WHO, 2021). Estudos demonstram que os principais 6rgaos afetados pela forma
grave da doencga s&o o cérebro, os rins, intestino, figado, pulméao (COBAN et al., 2018;
MOXON et al., 2020; NGAI et al., 2022; NISHANTH et al., 2019). Entretanto, existem
alguns poucos estudos que descrevem como a infeccdo afeta a fungdo cardiaca,
embora 0s mecanismos que causam altera¢gdes funcionais no coragdo sejam ainda

desconhecidos.

Neste presente trabalho, foi demonstrado que os animais infectados com
Plasmodium chabaudi desenvolvem importantes sinais clinicos da malaria grave,
como perda de peso acentuada, hiperparasitemia, sinais claros de anemia grave,
hepatomegalia e esplenomegalia. O bago € um dos 6rgaos mais afetados, pois além
de participar da resposta imunoldgica, ha intensa destruicdo de hemacias pelo
protozoario. As hemacias danificadas sdo encaminhadas para o baco, onde ocorre
aumento da hemocaterese. No ciclo de Plasmodium sp., o figado faz parte da etapa
de desenvolvimento do protozoario no hospedeiro vertebrado e, em determinadas
situacoes, exerce funcido hemocaterética, contribuindo para a eliminagao de hemacias
danificadas. Assim, o aumento do peso destes érgéos durante a fase aguda esta

diretamente relacionado a anemia induzida pelo Plasmodium chabaudi.

O MEMG por Plasmodium chabaudi AS, como ja descrito na literatura (CRAIG
et al., 2012; DE MENEZES et al., 2019; LAMB et al., 2008; STEPHENS et al., 2012),
mimetiza aspectos clinicos da malaria grave. As alteracbes mais relevantes
acontecem entre 7 e 14 dpi, ndo ocorrendo mortalidade. Esta espécie do protozoario
€ utilizada normalmente como MEMG para investigar alteragdes multissistémicas. A
infeccdo experimental apresenta limitagbes e, sob determinadas caracteristicas, ndo
pode ser comparada a infeccdo que acontece em seres humanos. A malaria
experimental causada pelo Plasmodium chabaudi, como demonstrado em outros
trabalhos (DE MENEZES et al., 2019) e nos resultados aqui apresentados, é
autolimitada, ou seja, os animais infectados com a cepa AS apresentam recuperagao

e cessagao dos sinais graves da doenca apds 28 dias de infeccdo. Entretanto, é
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importante ressaltar que, apesar do carater autolimitado da infecgdo experimental, os
sinais graves da doencga sao apresentados em um intervalo de tempo significativo no
qual é possivel avaliar danos expressivos a fungcéo de 6rgaos-alvo, como o coragao.

Estes fatos justificam nossa escolha por este modelo.

Além de caracterizarmos o curso temporal dos sinais no MEMG, fomos adiante
e mostramos que os coragdes apresentavam um padrao de contragéo atipico, que
coincidia com o periodo de manifestagdo da doenga. Os resultados demonstraram, de
forma inédita, que os coragdes isolados de animais infectados com Plasmodium
chabaudi apresentam hipercontratilidade em estado basal e apds doses crescentes
de isoprenalina. Esta maior tensdo desenvolvida pelos coragbes dos animais
infectados ndo se relaciona a hipertrofia do 6rgao, ja que nao foram observadas
alteracdes no peso do coracao. Na literatura ndo ha trabalhos que demonstrem como

a infeccao grave possa alterar a contratilidade cardiaca.

E sabido que a hipertrofia cardiaca é precedida por um estagio inicial de
hipercontratilidade que antecede a insuficiéncia cardiaca. Nesta situagcéo, ha aumento
do transiente de Ca?* e nas quantidades de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico. Como
mecanismo, demonstrou-se que além do aumento na condutancia de Ca?*, ocorre
diminuicao de proteinas como a SERCA2a e RyR2 e aumento de NCX e PLB (WANG
et al., 2009). Além das alteragbes no influxo e efluxo de Ca?*, a cardiomiopatia
hipertréfica também pode ser caracterizada por mutacdes na beta-miosina cardiaca,
que resultam em funcao ventricular hiperdindmica, hipercontratilidade e prejuizo no
relaxamento dos cardiomiécitos (SPUDICH, 2014).

Aos 28 dpi no MEMG que usamos, a fungao cardiaca € reestabelecida ao seu
estado de homeostasia, bem como a parasitemia e a maior parte dos sinais da
doenca. Porém, é importante salientar que, apesar do modelo de infec¢cdo por
Plasmodium chabaudi ser autolimitado e apds a fase aguda da doenga os animais
apresentam recuperacao, o estudo dos eventos que ocorrem durante a fase aguda
permitem entender aspectos fisiopatolégicos durante a malaria que ainda precisam
ser elucidados. Neste contexto, faz-se necessario entender quais mecanismos

estariam alterados para que os animais desenvolvam hipercontratilidade cardiaca.
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Os animais, no momento em que havia sinais agudos da doenga, apresentaram
alteracbes funcionais cardiacas representadas por um estado hiperdinamico. Para
tentar esclarecer as possiveis causas das alteragbes encontradas e sabendo da
relacdo do estresse oxidativo com possiveis modificagdes funcionais cardiacas, os
coracoes foram avaliados em relagao a sistemas pro-oxidantes e antioxidantes. Pela
primeira vez, demonstramos aumento na concentragdo de MDA, caracterizando maior
peroxidagao lipidica, e diminuicdo da atividade da enzima SOD, localmente no
coragao. Narsaria et al., 2012 demonstraram que criancgas infectadas por Plasmodium
falciparum apresentaram reducdo de SOD e aumento de MDA no sangue,
corroborando com os dados encontrados no presente trabalho, de que o estresse
oxidativo € um fator que contribui para o desenvolvimento de sinais clinicos durante a
malaria grave (NARSARIA et al., 2012). De acordo com a literatura, as enzimas da
familia NOX estdo diretamente envolvidas com doengas cardiacas, como
insuficiéncia, hipertrofia, arritmias e isquemia (HINGTGEN et al., 2006; REILLY et al.,
2011; STEVENSON et al., 2019). O presente trabalho demonstrou, através da inibigao
nao seletiva de NOX, que a enzima esta envolvida na alteragao da fungao cardiaca

durante a malaria grave.

As NOX sao familias de enzimas que estdo envolvidas nas respostas
imunoldgicas. Por meio da produgdao de EROs, as NOX tem funcdo de eliminar
patdgenos e participam da polarizagdo de macréfagos em M1 ou M2, dependendo da
isoforma da enzima que esta ativada e do tipo de EROs que esta sendo produzida,
‘027 ou H202 (Yl et al., 2012). As EROs derivadas das isoformas NOX1 e NOX4 estao
envolvidas na ativacado e infiltracao de linfécitos T em modelos experimentais de
aterosclerose associada a diabetes (DI MARCO et al., 2016). Durante a malaria, de
acordo com a literatura, a principal ERO produzida é o -O2", com o objetivo de auxiliar
na eliminagdo do patdgeno; mas, que em contrapartida, € responsavel por danos
teciduais significativos. Em modelos experimentais de malaria cerebral, a inibicdo nao
seletiva da NOX em conjunto com um antiparasitario reduziu a quantidade de
neurdnios hipocampais com nucleo picnético, demonstrando que a inibicdo da NOX

tem acado neuroprotetora em MEMG cerebral (KUMAR et al., 2022).

Durante a malaria grave ocorre aumento nas concentragdes de citocinas pré-

inflamatdrias, como IL-1[ e IL-6, e de citocina de agdo anti-inflamatdria IL-10 nos rins
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de animais infectados com Plasmodium berghei ANKA, em sobrenadante de cultura
de macrofagos peritoneais de animais que estava com malaria e no plasma de
pacientes infectados com Plasmodium vivax (ELIAS et al., 2012; SALAZAR-
CASTANON et al., 2022; TOVAR ACERO et al., 2022; WILAIRATANA et al., 2022).
Sabe-se que nos estagios iniciais da infec¢do, os neutrofilos sdo uma das primeiras
células de defesa que irdo destruir os protozoarios e, para isto, sdo desencadeados
diversos mecanismos inflamatdrios, como a produgdo de EROs e o aumento da
expressao de citocinas pré-inflamatérias (AITKEN et al., 2018). No presente trabalho,
demonstrou-se que, em animais infectados com Plasmodium chabaudi e que foram
tratados com apocinina, houve aumento significativo de IL-1B e IL-6 no coragéo,
sugerindo que as EROs regulam positivamente as citocinas cardiacas durante a
malaria grave. Quando ocorrem danos ao miocardio, como em quadros infecciosos,
fragmentos de miosina ativam receptores de reconhecimento padrdo (RRPs), como
os receptores Toll-like (TLRs), que estdo presentes em mondcitos, desencadeiam
também a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1B e IL-6, estresse
oxidativo e a ativagao de resposta do tipo células T auxiliares 17 (Th17), que podem

ser correlacionadas com hipertrofia e insuficiéncia cardiacas(MYERS et al., 2016).

As EROs produzidos pela NOX alteram a fungao de diversos canais iénicos e
proteinas cardiacas. Os RyR2, por exemplo, sdo sensiveis a modificacbes no
equilibrio redox. Ja foi demonstrado que durante o exercicio fisico, ha aumento da
expressao proteica de NOX2 e aumento da atividade dos canais de RyR2. Esse
mecanismo de melhora da performance cardiaca mediado pela NOX2 em condi¢des
fisiologicas possui fungédo cardioprotetora (SANCHEZ et al., 2008; SANCHEZ et al.,
2005). Porém, em um contexto patolégico, como por exemplo na malaria grave, o
aumento da contratilidade cardiaca esta presente mesmo no basal, e ndo de forma
adaptativa para o esforco, como ocorre no exercicio. Nessa situagdo, as EROs
produzidas em excesso afetam diversas moléculas envolvidas no acoplamento
excitacao-contracdo. Ja foi descrito que canais de Ca?* do tipo L, canais de Na*
dependentes de voltagem, RyR2, SERCA, trocador de Na*/Ca?* e proteinas que
compdem o sarcOmero sao sensiveis ao estresse oxidativo e niveis elevados de H20:2
ou ‘Oz contribuem para disfungao diastélica ou sistolica (KOHLER et al., 2014; SAG
etal., 2013).
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O aumento das concentragcdes de ‘Oz no citoplasma de cardiomiocitos pode
desencadear a oxidacdo de diversas proteinas que participam do acoplamento
excitagao-contragdo. Em animais que nao expressam a SOD1, enzima responsavel
pela dismutacdo de ‘Oz, ocorre elevagdo da expressédo da enzima NOX2, fibrose,
hipertrofia cardiaca, que € acompanhada pela hipercontratilidade sistdlica associada
com aumento da fosforilagdo de Tnl (VARSHNEY et al., 2021).

Além das alteragdes nas mioproteinas, ha trabalhos que demonstraram que o
estresse oxidativo é responsavel pela diminuicdo da atividade da SERCA devido a
oxidagao de residuos de cisteina da proteina. O prejuizo na atividade da SERCA faz
com que o Ca?* permanega com concentragdes elevadas no citosol, comprometendo
a captacao do ion de volta ao reticulo sarcoplasmatico e desencadeando um coragao
hiperdinamico (HAMSTRA et al., 2020; SALIN RAJ et al., 2019).

Estados hiperdindmicos do coragdo ocorrem durante doengas infecciosas
graves e sao desencadeados por hipovolemia, diminuicdo da resisténcia vascular
periférica e aumento na liberacdo de catecolaminas. Normalmente, o ventriculo
esquerdo hiperdindmico esta associado a um pior prognostico em pacientes que estao
com quadros inflamatorios graves (JONES et al., 2005; PAONESSA et al., 2015;
RAHMAN et al.,, 2022). O coragdo em estado hiperdinamico, caracterizado pelo
aumento da frequéncia cardiaca e forca de contracdo, € mais propenso a arritmias e
isquemia, provocada pelo aumento do consumo de oxigénio pelos cardiomidcitos
(KAWAGUCHI et al., 2021). Ja foi demonstrado que em arritmias induzidas por
angiotensina-Il (Ang-ll) o estresse oxidativo ira causar a oxidagao de enzimas chaves
para fungdo cardiaca, como proteina quinase dependente de Ca?*/calmodulina
(CAMKII) e PKA, levando a fosforilagdo de moléculas-alvo como canais de ibnicos e
canais de RyR2, que irdo aumentar as quantidades de Ca?* no citosol do cardiomidcito
(WAGNER et al., 2014).

A inibicdo nao seletiva da NOX com apocinina preveniu o desenvolvimento de
hipercontratilidade cardiaca em animais infectados com Plasmodium chabaudi.
Importantemente, a inibicdo da producdo de ERO por apocinina ndo exacerbou a
parasitemia ou piorou os sinais da infecgdo, mesmo a NOX de células fagociticas

sendo um mecanismo primario na eliminagao de parasitos. Logo, a inibicado de NOX é
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um alvo especifico para tratamento da hipercontratilidade cardiaca desencadeada
pela malaria. Trabalhos ja demonstraram que a apocinina possui mecanismo de agao
no qual impede a translocacédo das subunidades p47 e p67 do citosol para a
membrana celular impedindo a ativagao da enzima e a sua agao seria principalmente
sobre a isoforma NOX2 (CHOI et al.,, 2012; JAQUET et al., 2009). Contudo, a
apocinina apresenta algumas limitagdes como inibidor de NOX ja descritas na
literatura. Além de ter uma acédo nao seletiva, podendo também inibir diferentes
isoformas de NOX, a apocinina tem agao antioxidante direta, através do sequestro de
‘Oz, sem necessariamente inibir a NOX para reduzir estresse oxidativo (HEUMULLER
et al., 2008).

Em quadros inflamatdrios e infecciosos ha aumento da expressao e atividade
da NOX2. H4& aumento da expressdo génica e proteica NOX2 no hipocampo de
animais infectados com Plasmodium berghei ANKA e a enzima esta associada a
disfungdes cognitivas e motoras durante a doenga (KUMAR et al., 2022). Apesar da
maioria dos trabalhos apresentarem resultados importantes sobre as alteragbes
cerebrais durante a malaria grave, é essencial ressaltar que a doenga € responsavel
por desencadear danos multissistémicos que potencialmente sdo causados pelo
estresse oxidativo. A NOX2 ¢é expressa em diversas células do sistema
cardiovascular. Ela é encontrada em cardiomiocitos, células endoteliais, fibroblastos
e em células fagociticas (TEUBER et al., 2022). Confirmando os dados da literatura e
0s nossos dados sobre os efeitos da apocinina, os animais que ndo expressavam
gp91Pox 3 subunidade catalitica da NOX2, infectados com Plasmodium chabaudi, nao
apresentaram hipercontratilidade cardiaca e apresentaram resposta funcional
semelhante aos animais controle, ndo infectados. Portanto, a NOX2 participa das

alteracdes cardiacas durante a malaria greve.

Atualmente as terapias antiparasitarias sao eficazes para muitos casos de
malaria grave apds admissdo dos pacientes em servigos de saude. Entretanto, ja é
descrito que o uso de terapias adjuvantes como, apocinina (KUMAR et al., 2022), N-
acetilcisteina (QUADROS GOMES et al., 2015), vitamina C (QIN et al., 2019), vitamina
A (YAKOOSB et al., 2018) e vitamina E (SUZUKI et al., 2018), melhoram o prognéstico
e diminuir o danos em 6rgaos como cérebro, pulmao, rins e figado. Entretanto, existem

controvérsias relacionadas principalmente ao papel fundamental do estresse oxidativo
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para a eliminacdo do protozoario. O presente trabalho demonstra que o estresse
oxidativo cardiaco durante a malaria grave causa alteragdes funcionais significativas,
representadas pela hipercontratilidade cardiaca. Estas modificagcbes tao relevantes da
funcao cardiaca sao fatores desencadeadores de arritmias e isquemia, agravando o
quadro de malaria. Neste contexto, € importante o desenvolvimento de ferramentas
farmacologicas que auxiliem a agdo de farmacos antiparasitarios e possibilitem a
inibicdo seletiva da NOX2, impedindo o desenvolvimento de alteragcbées funcionais

cardiacas, sem afetar o curso da doencga e a resposta imunoldgica a malaria grave.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a malaria grave causa alteracdes cardiacas, caracterizadas por
um estado hipercontratil e hiper-responsivo ao estimulo farmacolégico. A inibicdo da
enzima NADPH oxidase (NOX) com apocinina diminuiu a inflamacdo e o dano
oxidativo, prevenindo as alteragdes cardiacas funcionais. A auséncia da enzima NOX2
impede que os animais com malaria grave desenvolvam as alteragdes cardiacas e
nao altera o curso da infecgcdo, confirmando o envolvimento da NOX2 para o
desenvolvimento da hipercontratilidade cardiaca por malaria. Desta forma, a inibicao
de NOX2 é uma importante estratégia farmacoldgica para tratar o dano cardiaco em

casos de malaria grave.

¢ Contratilidade

Fungdo cardiaca normal

Figura 29: Envolvimento da NOX2 nas alterag6es cardiacas desenvolvida durante a MEMG.
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