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RESUMO

A maléaria cerebral € caracterizada por deficiéncias cognitivas permanentes em
criancas infectadas com Plasmodium. As terapias antimalaricas mostram pouca
eficacia para evitar déficits neuroldgicos e alteragdes do tecido nervoso provocadas
pela maléria grave. A melatonina é um horménio endégeno com papel bem descrito,
envolvido no controle das funcdes cerebrais e na manutencdo da integridade da
barreira hematoencefalica. Avaliamos o efeito da melatonina nas alteracfes
histologicas, rompimento da barreira hematoencefalica e deficiéncias neurocognitivas
em camundongos que desenvolveram malaria cerebral. Camundongos suicos
infectados com Plasmodium berghei cepa ANKA foram utilizados como modelo de
malaria cerebral. O tratamento com melatonina (5 e 10 mg/kg) foi realizado por quatro
dias consecutivos apoés a infec¢do, e os dados mostraram um aumento na taxa de
sobrevivéncia em camundongos infectados tratados com melatonina. Também foi
observado que o tratamento com melatonina impediu a formacéo do edema cerebral
e evitou a quebra da barreira hematoencefalica induzida pela infeccdo por
Plasmodium berghei. Além disso, a coloracdo com hematoxilina e eosina demonstrou
que a melatonina atenua as alteragfes histolégicas em animais infectados com
Plasmodium. A melatonina também foi capaz de prevenir danos motores e cognitivos
em camundongos infectados. Esses resultados mostram pela primeira vez que o
tratamento com melatonina preveniu danos histolégicos cerebrais e alteracdes

neurocognitivas induzidas pela malaria cerebral.

Palavras-chave: malaria cerebral, melatonina, barreira hematoencefalica,

comprometimento neurocomportamental, Plasmodium.
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ABSTRACT

Cerebral malaria is characterized by permanent cognitive impairments in Plasmodium-
infected children. Antimalarial therapies show little effectiveness to avoid neurological
deficits and nervous tissue alterations elicited by severe malaria. Melatonin is a well-
recognized endogenous hormone involved in the control of brain functions and
maintenance of blood—brain barrier integrity. The current study has evaluated the effect
of melatonin on the histological alterations, blood-brain barrier leakage, and
neurocognitive impairments in mice developing cerebral malaria. Swiss mice infected
with Plasmodium berghei ANKA strain was used as cerebral malaria model. Melatonin
treatment (5 and 10 mg/kg) was performed for four consecutive days after the infection,
and data have shown an increased survival rate in infected mice treated with
melatonin. It was also observed that melatonin treatment blocked brain edema and
prevented the breakdown of blood—brain barrier induced by the Plasmodium infection.
Furthermore, hematoxylin and eosin staining revealed that melatonin mitigates the
histological alterations in Plasmodium-infected animals. Melatonin was also able to
prevent motor and cognitive impairments in infected mice. Taken together, these
results show for the first time that melatonin treatment prevents histological brain

damages and neurocognitive alterations induced by cerebral malaria

Keywords: cerebral malaria, melatonin, blood—brain barrier, neurobehavioral

impairment, Plasmodium
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A malaria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Plasmodium spp., transmitida de forma indireta através da picada do mosquito fémea
do género Anopholes. Atualmente, seis espécies sao conhecidas por apresentarem a
caracteristica de induzir a infeccdo em humanos, sendo elas P. falciparum, P. vivax,
P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P. simium, sendo as duas ultimas caracterizadas
pela transmissédo zoondtica da doenca. (ALVARENGA et al., 2019). No Brasil, as
espécies predominantes sdo a P. vivax e P. Falciparum, sendo essa Ultima a
responsavel por induzir as complicacbes mais severas decorrentes da infeccéo
(QUEIROZ et al., 2008; WHO, 2020).

Segundo dados do Relatorio Mundial da Malaria, publicado em 30 de novembro
de 2020 pela Organizacdo Mundial de Saude, 229 milhdes de casos foram notificados
em todo o mundo no ano de 2019. Destes, evoluiram a Obito aproximadamente 409
mil casos, sendo criangas menores de cinco anos o grupo vulneravel mais afetado
pela doenca, representando 67% (274.000) do numero total de mortes (WHO, 2020)

como demonstrado na figura 1.

KJ

Figura 1: Mapa geografico com a taxa de incidéncia de casos de malaria (casos por 1.000
habitantes em risco) por pais, 2018. Fonte: Malaria Report - WHO database, 2019.
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A malaria ainda € considerada um problema de salde publica em diversos
paises, acometendo principalmente a Africa Tropical, Sudeste Asiatico e América
Latina, devido caracteristicas ambientais que favorecem a progresséo da infeccéo
como alta umidade, chuvas frequentes e temperatura ideal que permitem a
reproducdo do agente vetor e, consequentemente, 0 aumento do niumero de casos
(MILLER et al., 2002; WALTHER & WALTHER, 2007).

Ainda que se fale de erradicacdo da doenca, a incidéncia de novos casos
demonstra que ainda é uma realidade distante. O total do financiamento para o
controle e eliminacdo da maléaria alcancou estimados US$ 3 bilhdes em 2020. As
contribuicGes dos governos de paises endémicos totalizaram US$ 900 milhdes,
representando 31% do financiamento total. Embora sejam destinadas verbas
consideraveis e que existam planos de acao para controle de doenca, o niumero de

casos notificados cresceu cerca de 10 milhdes de 2017 para 2019 (WHO,2020).

No Brasil, a maioria dos casos ocorreram na regido amazoénica, onde a doenca
€ considerada endémica, com predominéncia nos estados do Amazonas, Acre e Para.
Dos casos notificados, quase 90% sdo episodios ndo complicados da doenca,
causados pela infeccdo por Plasmodium vivax, os outros 10% s&o causados por
Plasmodium falciparum, espécie responséavel pelo desenvolvimento da forma mais
grave da doenca (MARTINS et al., 2009).

Dados do Programa Nacional de Controle de Malaria (PNCM) mostram que no
Brasil, durante o ano de 2019 o registro de casos notificados de malaria chegou a
157.454. O estado do Pard ocupou o segundo lugar no numero de infeccbes com
20,69% desse total, ficando atras somente do estado do Amazonas, responsavel por
40,6% dos casos. Do total de casos, 17.139 foram causadas por P. falciparum em
todo territorio nacional, enquanto que no ano 2017 foram contabilizados 15.300 casos,
um aumento de 12,02% entre os anos. Em relacdo ao primeiro semestre de 2020,
foram registrados 60.713 casos de maléria, sendo 8.758 casos de infec¢cdo por P.
falciparum, um aumento de 14,4% se comparado com o mesmo periodo do ano de
2019, quando foram registrados 7.656 casos. Essa espécie de Plasmodium induz a
malaria cerebral, principal complicagdo da malaria grave, uma infecgéo com letalidade
gue pode chegar a 50%, considerando que quando nao tratada dentro de um curto
intervalo de tempo pode levar o paciente a 6bito. (GOMES et al., 2011; MINISTERIO
DA SAUDE 2020).
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No que diz respeito ao tratamento da infec¢édo, o Ministério da Saude preconiza
um esquema de combinagcdo de farmacos antimalaricos que atuam em diferentes
estagios do ciclo evolutivo do parasita para o tratamento da malaria sistémica. Entre
0s esquemas adotados estdo: Artemeter+Lumefantrina e Artesunato+Mefloquina
administrados por via oral (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Para o tratamento da
malaria cerebral, desencadeada por infeccbes por Plasmodium falciparum, o
Artesunato € o medicamento de primeira escolha para o tratamento da infeccéo tanto
em adultos quanto em criancas, com administracéo intravenosa por 6 dias conforme
a orientacdo da Organizacdo Mundial da Saude (VARO et al., 2018). No entanto,
apesar da eficacia do tratamento com Artesunato ser comprovada, por atuar somente
como um antimalarico, o uso desse medicamento continua insuficiente para evitar 0s
danos centrais e a alta taxa de mortalidade associada a malaria cerebral (VARO et al.,
2018).

1.2. TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO

O Plasmodium possui o ciclo evolutivo complexo e dividido em duas fases
correspondentes aos seus hospedeiros, intermediario e definitivo. No hospedeiro
intermediario encontramos a forma sexuada, enquanto no hospedeiro definitivo
encontramos a forma assexuada (TUTEJA, 2007; WHITE et al., 2014).

O ciclo se inicia com a inoculacao de esporozoitas sob a pele do hospedeiro
vertebrado através da picada do mosquito infectado. Uma vez na corrente sanguinea,
inicia-se a fase assexuada que consiste em duas etapas: pré-eritrocitica e eritrocitica
(BOYSEN et al., 2013). Os esporozoitas migram para os hepatdécitos infectando-os e
proliferando por até 10 dias, dando inicio a fase pré-eritrocitica e assintomatica da
doenca. Uma vez no figado eles se desenvolvem e evoluem para o estagio de
merozoito (MOTA et al., 2001).

Cada hepatdcito infectado tem a capacidade de liberar até 30.000 merozoitos
na corrente sanguinea, que irdo invadir os eritrocitos iniciando entéo a fase eritrocitica
do ciclo. Dentro dos eritrcitos, 0 parasita passa por 3 estagios evolutivos: anel
(trofozoito jovem), trofozoito e esquizonte. O trofozoito € formado pelo aumento da

atividade metabolica e pelo consumo do ferro do grupamento heme da hemoglobina;
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enquanto o esquizonte serd formado apoés varios ciclos de divisdo celular, podendo
liberar aproximadamente 20 novos merozoitos na corrente sanguinea que dardo
continuidade no ciclo ao infectar novas hemacias, como demonstrado na figura 2
(HALDAR et al., 2007).

Transmissao Infecgao

Mosquito

Hospedeiro humano @ %
o)°

Diferenciagao em I
gametocitos

Fase hepatica

Esquizonte

Trofozoito

Figura 2: Desenho esquematico do ciclo evolutivo do Plasmodium falciparum em seu hospedeiro
vertebrado (homem), evidenciando os estagios evolutivos do parasita na fase eritrocitica. Fonte:
Adaptado de SCHMIDT et al., 2015.

Apés uma série de ciclos eritrociticos, alguns desses merozoitos, por
mecanismos ainda nao elucidados, ndo invadem eritrocitos e passam por outro
estagio evolutivo se diferenciando em gametdcitos (forma sexuada — machos e
fémeas), infectante ao agente transmissor. No momento do repasto sanguineo, 0s
gametocitos machos e fémeas sao ingeridos pelo mosquito, sofrem maturacdo na
parede do intestino e se fundem formando o zigoto. Este se transforma em oocineto e
em seguida em oocisto, por meio da esporogonia. O oocisto se rompe originando
esporozoitos, que sao liberados na hemolinfa e migram para as glandulas salivares
dos insetos, permitindo que estes sejam repassados ao homem no ato da
hematofagia, reiniciando o ciclo (GARCIA, 2010; SADANAND, 2010).
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No que diz respeito as manifestacdes clinicas, os primeiros sinais da doenca
ndo sdo patognomonicos, sdo iniciados pela ruptura sincronizada das hemacias que
permite a liberacéo dos antigenos malaricos na corrente sanguinea, levando a intensa
ativacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro. Dentre as manifestacdes clinicas
destacam-se: episddios febris, mal estar, cefaléia, dores abdominais, nauseas e
vomitos (DE SOUZA & RILEY, 2002).

Quando o individuo é infectado com a espécie Plasmodium falciparum, o
quadro desenvolvido € considerado mais grave, uma vez que a espécie é capaz de
induzir, dentre outras complicagbes da malaria grave, a malaria cerebral (MC),
gerando episédios de convulsdes e coma. Esta complicacdo da doenca € destacada
devido a sua gravidade e a maior probabilidade de levar o individuo infectado a morte
(QUEIROZ et al., 2008).

1.3. PATOGENESE DA MALARIA CERERBAL

A maléaria cerebral (MC) é uma complicacdo neurovascular designada como
forma mais grave da doenca resultante da infeccdo por Plasmodium falciparum.
Manifesta-se principalmente por alteracdes do nivel de consciéncia (incluindo estado
de coma), episddios de crises epilépticas, alteracbes cognitivas e comportamentais
gue resultam em altas taxas de mortalidade (QUEIROZ et al., 2008; MIRANDA et al.,
2010; BERNABEU et al., 2021).

O quadro da MC apresenta patogénese complexa e de carater multifatorial,
sendo definido como um estado de coma associado a disfungdes neuroldgicas
provenientes de eventos hemorragicos (OLIVEIRA et al, 2017). A heterogeneidade da
doenca pode ser compreendida com base em duas principais teorias, que em
conjunto, explicam como as alteracdes celulares induzem os danos no sistema
nervoso central: teoria da obstrugcdo mecanica, proposta no ano de 1894 por
Marchiafava & Bignami, e a teoria da inflamacao, proposta por Maegraith no ano de
1948 (ADAMS et al., 2002; HUNT & GRAU, 2003; SCHIESS et al., 2020).

A teoria da inflamacéo consiste na resposta inflamatéria exacerbada sendo
iniciada pela liberacéo de antigenos do protozoario P. falciparum associada a ativacao

de macrofagos. Os macréfagos, por sua vez, secretardo mediadores pro-
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inflamatorios, como Interleucinas, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Quimiocinas,
que estimulardo a producdo de citocinas pro-inflamatorias, dentre elas destaca-se
TNF-a (GOMES et al., 2011).

A excessiva producdo de TNF-a induz a sintese de outras citocinas pro-
inflamatorias, gerando o recrutamento dos linfocitos CD4 e CD8, bem como o aumento
da expresséo de moléculas de adesao do endotélio, tais como a molécula de adeséo
intercelular 1 (I-CAM 1) e a molécula de adeséao vesicular 1(V-CAM 1). A expressao
dos receptores endoteliais impulsiona o sequestro das células para os capilares do
tecido nervoso, gerando o desenvolvimento de coagulopatias, disfuncdo das células
endoteliais e acumulo de leucdcitos na microcirculacdo do tecido nervoso (ARMAH et
al., 2005; MIRANDA et al., 2010).

O sequestro dos eritrocitos parasitados contendo formas maduras do parasita
para a microvasculatura do tecido nervoso € a base da teoria da obstrucdo mecanica,
em que sugere que a MC é uma consequéncia do processo de formacédo de rosetas

levando a obstrucdo do fluxo sanguineo e ao quadro de hipoxia (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismo de citoaderéncia de eritrécitos parasitados na microvasculatura

cerebral, levando a obstrucdo do fluxo sanguineo no quadro de maléaria cerebral. Fonte:

Adaptado de JAIN et al., 2013.
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O sequestro das células parasitadas é mediado pela expressao de proteinas do
parasita na superficie das hemécias, como a PfEMP-1 (proteina de membrana 1 do
eritrécito de Plasmodium falciparum), que possui a capacidade variar antigenicamente
em um curto intervalo de tempo, permitindo que os parasitas escapem da resposta
imune do hospedeiro (HORA et al., 2016). Esta proteina possui propriedades adesivas
e € a principal responsavel pela citoaderéncia as células endoteliais. Essa ligagédo
levara a obstrucdo vascular, causando processos isquémicos e micro hemorragias
localizadas ao longo do cérebro, gerando posteriormente o estado de coma. Esse
conjunto de fatores induzirA a quebra da Barreira Hematoencefalica (BHE)
(NISHANTH & SCHLUTER, 2019).

A BHE é uma barreira fisica, com permeabilidade altamente seletiva integrada a
unidade neurovascular formada por células endoteliais, ocludinas, pericitos, matriz
extracelular e astrécitos que ficam agrupadas nos vasos sanguineos do tecido
nervoso, o que lhe atribui a capacidade de limitar e regular a troca de substancias
entre sangue e o SNC. Durante o quadro de MC, as alteracdes na estrutura da barreira
levam a perda da homeostase, ao comprometimento da sinaliza¢do neuronal e morte
celular por apoptose, condicdo essa considerada como elemento-chave na
progressao da infeccdo (HORA et al., 2016; SWEENEY et al., 2019).

1.4. ALTERACOES NEUROCOGNITIVAS DURANTE O QUADRO DE MALARIA
CEREBRAL

A principal caracteristica da malaria cerebral € a presenca de danos neurologicos
causados pelo comprometimento vascular e danos celulares provocados pela
presenca de mediadores inflamatérios no parénquima cerebral (CLARK & ALLEVA,
2009). As manifestacdes clinicas mais recorrentes séo as alteragdes dos niveis de
consciéncia, sendo o coma o quadro mais grave, e a presenca de convulsdes
frequentes (IDRO et al., 2010). Disturbios motores também sao observados,
destacando-se ataxia cerebelar, hemiplegias e mioclonias, bem como disturbios

respiratorios causados por danos no tronco encefalico (HENRIQUES, 1972).

A Organizacdo Mundial da Saude define como primeiro critério diagndstico para
a malaria cerebral o estado de coma até 1h apds o término de uma convulsao,

associada a parasitemia positiva para P. falciparum. Em criangas, durante a fase
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aguda da infeccdo, a perda de consciéncia associada a crises convulsivas é
comumente observada, podendo evoluir a 6bito entre 6-12h ap6s o aparecimento dos
primeiros sinais neurologicos, quando néo tratados de forma adequada (WHO, 2010;
GAY etal., 2012). Aproximadamente 18% dos pacientes que sobrevivem, apresentam
sequelas transitorias que incluem cegueira cortical, ataxia, hemiparesia e disturbios
de memodria que duram entre 4-8 semanas apo0s desaparecimento da parasitemia
(MISHRA et al., 2012).

Jhon et al.,, demostraram que 26% de criangas que tiveram a doenca e
receberam tratamento adequado apresentaram, 6 meses depois, prejuizos
locomotores e neurocognitivos (JHON et al.,, 2008). Esses danos tardios séo
classificados como “Sindrome Neuroldgica Pds-Malaria” (SNPM) e incluem alteragcbes
como paralisia de membros, reflexos periféricos prejudicados, convulsbes, perda
sensorial e, 0 mais comum, ataxia cerebelar com perda de equilibrio e varia¢cées dos
movimentos voluntarios, como resposta a lesdo axonal gerada pela neuroinflamacéo
exarcebada local e pelo estresse oxidativo (REIS et al., 2012; CASTALDO et al., 2020;
SCHIESS et al., 2020).

Estratégias de intervencdo podem ser utilizadas favoravelmente visando
amenizar as alteracdes neuroldgicas desencadeadas pela infeccdo (REIS et al.,
2010). Por isso, a busca por terapias alternativas utilizando agentes com propriedades

anti-inflamatéria, antioxidante e de neuroprotecao tornam-se cada vez mais viaveis.

Uma variedade de terapias que tém como alvo diferentes vias metabdlicas do
organismo do hospedeiro sdo testadas em modelos experimentais de MC (MCE)
(RIGGLE et al., 2020). A utilizacdo da Ripamicina, uma inibidora da mTOR (que
desempenha um papel central na regulacdo da resposta inflamatoria), apresentou
resultados promissores ao amenizar os danos neurolégicos desencadeados pela MCE
(GORDON et al., 2015). O uso da N-acetilcisteina, um antioxidante classico, reduziu
os danos cognitivos tardios desencadeados pela infeccdo (BARICHELLO et al., 2007).
Iribhogbe et al., (2013) demonstraram que o tratamento com Vitamina A também
apresentou resultados promissores ao prevenir sequelas de longo prazo em uma
infeccdo por Plasmodium berghei ANKA. Embora os estudos tenham apresentado
resultados favoraveis, a busca de substancias que consigam agrupar o maior numero

de caracteristicas com potencial terapéutico se destaca cada vez mais na literatura.
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Uma estratégia que visa amenizar 0os danos neuroldgicos e diminuir a taxa de

mortalidade em uma infec¢&o por MC.

1.5. MODELO EXPERIMENTAL DE MALARIA CEREBRAL (MCE)

A infeccéo induzida pela cepa Plasmodium berghei ANKA (PbA) descoberta
por Vincke e Lips (1948) € um modelo bem caracterizado de malaria cerebral
experimental. Camundongos susceptiveis a infeccdo, linhagem CBA/J, C57BL/6 e
Albino suico, sdo utlizados para elucidar 0s mecanismos associados ao
desenvolvimento da doenca, uma vez que apresentam sinais clinicos similares aos

decorrentes da infecg&o por Plasmodium falciparum no homem (HUNT et al., 2010).

Ataxia, paralisia, convulsao, alteracdes respiratérias sao caracteristicas dessa
sindrome fatal que podem ser observadas no modelo murino da doenca. As
manifestacfes clinicas comecam a aparecer entre o 6° e o 12° dia pos-infeccao,
levando o animal a 6bito horas ap6s o aparecimento dos primeiros sinais, com uma
taxa de mortalidade que varia entre 70% e 100%. Animais resistentes a infeccao
apresentam uma resposta diferencial ao parasita e evoluem a 6bito por meio de uma
hiperparasitemia e anemia grave (ENGWERDA et al., 2005; MARTINS et al., 2009a;
GHAZANFARI et al; 2018).

Estudos post-mortem em encéfalo de roedores acometidos pela manifestacao
demonstraram o aumento da expresséo de TNF- a (Brown et al., 1999). Esta citocina
€ descrita por gerar um quadro de neuroinflamacao e induzir em humanos e roedores
a ativacdo do endotélio vascular (EV) e o aumento da expressdo de receptores
endoteliais que implicam diretamente no sequestro de diferentes células para
microvasculatura encefalica e outros érgédos. Embora animais infectados com a cepa
PbA ndo apresentem o sequestro de eritrOcitos parasitados como caracteristica
histopatoldgica predominante, a ativagdo do EV induz o recrutamento de células
TCDB8+ para o sistema nervoso entre 0 3° e 0 5° dia pds-infec¢do. Esse evento leva a
disfuncéo vascular, hipoxia, formacéo de edema e a consequente quebra da barreira
hematoencefalica em diferentes areas no encéfalo, como tronco encefalico e cerebelo
(GOMES et al., 2011; HOWLAND et al., 2015; PAIS & PENHA-GONCALVES, 2019).
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Assim como em humanos, o rompimento da BHE na MCE gera micro
hemorragias e uma neuroinflamacdo de forma exacerbada, consequéncia da
presenca de mediadores inflamatérios no parénquima encefalico. Estes eventos
induzem alteracbes neurocognitivas nos animais infectados, tais como ataxia,
hemiparaplegia e convulsées (DE SOUSA et al., 2018). Desruisseaux et al., (2008)
demonstraram que durante a fase aguda de infeccéo apresentaram comprometimento
cognitivo e motor, por meio de testes realizados no 7° dia pés-infeccdo. Estudos
também demonstraram que a infeccdo com a cepa PbA foi capaz de induzir danos
comportamentais e cognitivos tardios, mesmo ap0s a auséncia de parasitas
circulantes. (MIRANDA et al., 2010; REIS et al., 2012). Esses achados da utilizagao
de modelos experimentais como ferramenta importante para estudar os mecanismos
inerentes a patogénese da malaria cerebral, as alteracbes neurocognitivas
decorrentes do quadro e a busca de novas moléculas com caracteristicas
pleiotropicas visando minimizar os danos associado a infeccdo, como é o caso da

melatonina.

1.6. MELATONINA

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormonio sintetizado e
secretado, predominantemente, pela glandula pineal durante a fase escura do ciclo
claro-escuro. Além da glandula pineal, a melatonina pode ser liberada em varios locais
no sistema nervoso central em regides mais propensas a sofrerem acdes de radicais
livres, incluindo a medula, o cerebelo, a retina e o cortex cerebral, 0 que sustenta seus
diversos papéis fisiolégicos (JIMENEZ-JORGE et al., 2007; RADOGNA et al., 2010).
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Figura 4: Férmula estrutural da N-acetil-5-metoxitriptamina
(Melatonina). Fonte: JIMENEZ-JORGE et al., 2007.

Estudos anteriores descrevem que a melatonina como uma molécula de
caracteristica pleiotropica, apresentando multifuncionalidade frente a patologias
diversas (RADOGNA et al., 2010; FU et al., 2020). Em modelos experimentais que
induzem a quebra da barreira hematoenceféalica, como traumatismo cranio-encefélico
e isquemia, a molécula reduziu lesdes secundérias (formacdo de edema e morte
celular por apoptose), bem como déficits funcionais (danos cognitivos e motores).
Além de apresentar acdo neuroprotetora em modelos de lesbGes cerebrais agudas,
nota-se também a eficacia da melatonina em condi¢cdes neurodegenerativas cronicas,
como Alzheimer e Huntington, mostrando eficacia na manutencdo da integridade da

BHE (SAMANTARAY et al., 2008; WANG et al., 2011; RUDNITSKAYA et al., 2015).

A melatonina também é descrita como um potente agente anti-inflamatorio,
regulando a expressdo de citocinas e demais fatores envolvidos na cascata da
inflamacédo. Estudos apontam que a molécula promove a diminui¢cdo da ativacao do
fator NF-kB, bem como dos niveis de mRNA de TNF-a em modelos de
neuroinflamacéo induzida por D-Galactose (ALI et al., 2015). Possui a capacidade de
reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-1B e TNF-a, bem
como a capacidade de aumentar concomitantemente a sintese de citocinas anti-
inflamatadrias, como IL-4 e IL-10, prevenindo possiveis lesfes teciduais causadas por
uma resposta inflamatéria exacerbada (CUESTA et al., 2011; CARRILLO-VICO et al.,
2013).
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Estudos anteriores demonstraram a melatonina como um potente agente
antioxidante direto e indireto em modelos de desordens associadas alteragcbes do
equilibrio do estado redox do organismo (LUO et al., 2020). A molécula possui a
capacidade de eliminar uma variedade de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
incluindo radical hidroxila, peréxido de hidrogénio e anion superoxido (REITER et al.,
2001). Ao contrario dos antioxidantes classicos, a melatonina é desprovida de
atividade pro-oxidativa e todos os intermediarios conhecidos gerados pela interacéo
do hormbnio com espécies reativas sdo também sequestradores de radicais livres.
Este fendmeno é definido como a reacdo em cascata de eliminagéo de radicais livres
da familia da melatonina. Devido essa caracteristica, uma molécula de melatonina tem
o potencial de eliminar até 4 ou mais espécies reativas, caracterizando a molécula
como um potente agente antioxidante. Na forma indireta, essa indolamina possui a
capacidade de regular a acdo da atividade de varias enzimas antioxidantes como
catalase e glutationaperoxidase, potencalizando o desempenho destas (TAN et al.,
2003; FISCHER et al., 2013; ZHANG et al., 2014).

Atualmente, a melatonina tem sido implicada em eventos cognitivos como
processo de aprendizagem e formacdo da memoéria, bem como na melhoria da
coordenacao motora apos lesdes cerebrais (HE et al., 2013; BAVITHRA et al., 2017).
Além disso, o hormoénio atua como um agente de importante funcédo na regulacéo
fisiologica da homeostase celular, caracteristica relevante para suas aplicacdes
terapéuticas (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014). Por todas essas caracteristicas e
por possuir a capacidade de se difundir pela barreira hematoenceféalica apresentando
baixa toxicidade, a melatonina passou a ser utilizada em modelos pré-clinicos de
véarios distarbios do SNC (SAMANTARAY et al.,, 2008; KIM & LEE, 2014
RUDNITSKAYA et al., 2015).

Pouco se sabe sobre o efeito da melatonina no hospedeiro infectado
comPlasmodium, principalmente no que diz respeito ao comprometimento neurolégico
desencadeado pela doenca. Dentro desse contexto, a utilizacdo do hormdnio pode
ser considerada uma alternativa farmacoldgica capaz de modular a progressdo da
doenca, evitando alterac¢des histologicas e deficiéncias neurocognitivas induzidas pela

infecgdo em modelo murino de malaria cerebral experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito neuroprotetor da melatonina frente as alteragdes induzidas

pelo quadro de malaria cerebral em modelo murino.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinacao da curva de sobrevivéncia de camundongos da linhagem albino
suico inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA) e tratados
com melatonina nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg.

e Determinar os niveis de parasitemia e alteracbes na massa corpOrea em
camundongos infectados com PbA e tratados com melatonina nas doses de
5mg/kg e 10mg/kg.

e Avaliar o quadro de malaria cerebral experimental com base no
comprometimento neuroldgico de camundongos infectados e tratados com
melatonina nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg através do protocolo RMCBS.

e Avaliar a integridade da barreira hematoencefalica a partir da determinacéo do
extravasamento vascular e formacdo do quadro de edema encefalico de
camundongos infectados com PbA e tratados com melatonina nas doses de
5mg/kg e 10mg/kg

e Avaliar a presenca de alteracdes histoldgicas no cérebro de camundongos
infectados com PbA e tratados com melatonina nas doses de 5mg/kg e
10mg/kg.

e Avaliar o comprometimento motor de camundongos infectados com PbA e

tratados com melatonina nas doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados camundongos (Mus
musculus) da linhagem Albino Sui¢co (machos e fémeas), entre 46-54 dias pds-natal,
pesando entre 20-25 gramas, obtidos no biotério central do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Pard (UFPA). Os animais foram mantidos
em gaiolas de polipropileno, em grupos de no maximo 5 camundongos por gaiola, em
condicBes assépticas, com comida controlada e agua (NUTIVAL) ad libitum e sob
condicdes de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura (25+1°C) controladas.
Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de
Neurofarmacologia Experimental (LNE-UFPA) respeitando todas as normas éticas
para pesquisa com animais de laboratdrio, estando este projeto aprovado pelo Comité
de Etica de Uso de Animal (CEUA) parecer 6211241117.

3.2. INOCULACAO DOS CAMUNDONGOS ALBINO SUICO COM A CEPA PbA

O protocolo de infeccdo foi seguido conforme descrito anteriormente por
Oliveira et al., (2017). Previamente a inoculacéo do grupo experimental, uma amostra
da cepa de Plasmodium berghei ANKA (PbA), obtida no Laboratério de
Neurofarmacologia Experimental, foi descongelada e inoculada em um camundongo
para uma primeira passagem com o intuito de garantir a viruléncia da cepa. Durante
a fase de ascenséo da parasitemia, em aproximadamente 10%, o contelido sanguineo
do camundongo foi coletado por puncédo cardiaca e disponibilizado para a infecgédo

dos grupos experimentais.

A coleta por puncédo cardiaca foi realizada com auxilio de agulha e seringa de
insulina contendo heparina (5000U/ml) como agente anticoagulante e solugéo salina
com tampao fosfato (PBS; pH 7,4). Para garantir um grau de inoculacdo uniforme nos

diferentes grupos, os animais foram infectados intraperitonealmente (i.p) com inoculo
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padronizado de =10° eritrcitos parasitados em 100ul de PBS. Os animais controles

receberam apenas uma injecéo de 100ul PBS.

Durante o curso da doenca, os camundongos foram analisados diariamente
para obtencdo de parametros como perda de peso, parasitemia, sobrevivéncia e
sinais clinicos da MCE, tais como ataxia, desorientagdo e convulsao.

3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO COM MELATONINA

A Melatonina foi obtida na empresa Sigma-Aldrich e diluida em Dimetilsulfoxido
a 1% - DMSO 1% (Fisher Chemical). Para a realizacdo dos experimentos, 0S
camundongos foram divididos em grupos controle e grupos infectados. Os grupos
controle foram divididos em: controle nédo infectado, grupo DMSO 1%, grupo
melatonina 5mg/kg e grupo melatonina 10mg/kg. Os grupos infectados foram divididos
em: PbA, PbA + DMSO 1%, PbA + melatonina 5mg/kg e PbA + melatonina 10mg/kg.

O grupo controle ndo infectado recebeu salina 0,9%, os controles droga
receberam Melatonina nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg, os grupos DMSO 1%
(infectado e nédo infectado) receberam DMSO 1%. O grupo PbA recebeu injecdes de
salina 0,9% e os grupos infectados e tratados com Melatonina receberam as doses
de 5 e 10mg/kg ap6s a infeccdo. Todas as injecbes foram feitas durante 4 dias

consecutivos, sendo a primeira realizada 1h apés a realizacdo da infeccao.

A organizacao dos grupos experimentais conforme o tratamento esté presente

no quadro 1 e linha temporal experimental esta representada na figura 5.
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Grupo Tratamento (grupo)

Salina (Controle)
Controle DMSO 1% (DMSO 1%)

Melatonina 5mg/kg (Melatonina 5mg/kg)

Melatonina 10mg/kg (Melatonina 10mg/kg)
Salina (PbA)
DMSO 1% (PbA + DMSO 1%)
Infectado Melatonina 5mg/kg (PbA + melatonina 5mg/kg)

Melatonina 10mg/kg (PbA + melatonina 10mg/kg)

Quadro 1: Organizacdo dos grupos experimentais de acordo com o tratamento.

TRATAMENTO

|
| |

Dia 0 3°dpi 6°dpi

e a— e—" Ja—)

Linha de base H

campo aberto Inoculagao do RMCBS
grupo Extravasamento vascular
experimental Edema

Analise histoldgica
Campo aberto

Figura 5: Linha temporal dos dias de tratamento, inoculacdo da cepa PbA e experimentos

realizados. Dpi = dia pos-infeccdo; RMCBS = Rapid Murine Coma and Behavior Scale.
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3.4. CARACTERIZACAO DA MALARIA CEREBRAL NOS ANIMAIS INFECTADOS

3.4.1. Curva de Sobrevivéncia, parasitemia, avaliacdo da massa corporea

Para avaliar o quadro de malaria cerebral foi realizada a analise clinica dos
animais através do acompanhamento da sobrevivéncia, variagdo da massa corporea
e evolucdo da parasitemia, associada ao surgimento dos sinais clinicos (ataxia,
paralisia, desorientacdo e convulsédo) entre o 6° e 10° dia ap0s a inoculacéao da cepa
PbA a partir da observagéo dos animais infectados. A curva de sobrevivéncia foi obtida
com base no monitoramento diario dos animais controles e infectados, considerando
0 numero de animais que evoluiram a O6bito por dia. Para a determinacdo da
parasitemia, distensbes sanguineas delgadas foram obtidas da cauda dos
camundongos, realizadas em laminas histolégicas. Apds secagem, as laminas foram
fixadas em Metanol absoluto (P.A) durante 2 minutos e logo coradas pelo método de
Giemsa (10%) por 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram observadas em
microscopio optico (NIKON, modelo E200) com 6leo de imersédo (1000X maximizagao
final). A porcentagem de parasitemia dos animais foi determinada a partir da razéo
entre a quantidade de eritrécitos parasitados e a quantidade total de células, conforme
observado na equacgéo abaixo:

% parasitemia = numero de eritrécitos parasitados *100
Numero de células totais

A contagem das células foi realizada com o auxilio do programa ImageJ,

garantindo maior precisao na porcentagem de parasitemia de cada animal.

A determinacao da parasitemia foi realizada nos dias 3, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 19
e 21 pos-infeccao, até o ultimo animal evoluir a 6bito. Para o monitoramento da massa
corporea, os camundongos foram pesados em balanca eletronica (SF-400)

diariamente antes da infec¢do e nos dias 3, 5, 7, 9 e 12 pos-infeccao.

3.4.2. Avaliacdo do comprometimento neuroldgico utilizando o protocolo Rapid
Murine Coma and Behavior Scale (RMCBS)
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No 6° dia pos-infeccao (d.p.i.), a caracterizagdo da doencga baseada nos sinais
clinicos comportamentais foi monitorada usando a escala quantitativa de classificagéo
Rapid Murine Coma and Behavior Scale (RMCBS) adaptado conforme o protocolo
descrito por Carroll et al. (2010). Este método foi realizado para avaliar a manifestacao
clinica precoce da malaria cerebral murina. O protocolo consiste em 10 parametros
gue séo avaliados e pontuados de 0 a 20, em que 0 corresponde a comprometimento

neurologico grave e 20 corresponde a funcao neuroldgica preservada.

Os parametros avaliados sao classificados em 5 categorias funcionais, as quais

podem ser observadas no quadro abaixo:

Dominios Parametros avaliados
Marcha
Coordenacao —
Equilibrio
Comportamento exploratério Desempenho motor

Posicéo do corpo

Forca e tonus muscular
Forca dos membros

Escape ao toque

Reflexo auricular (“pinnareflex”)

Reflexos de auto-preservacgao Reflexo da pata (“toe pinch”)

Agressao

Comportamento relacionado a higiene | Coloracédo do pelo

Quadro 2: Classificacdo das categorias funcionais e parametros avaliados no protocolo
RMCBS. Fonte: Adaptado de CARROLL et al., 2010.

Inicialmente, os animais permaneceram na sala de experimentos durante 20
minutos para ambientacdo. O primeiro parametro analisado foi o de agressédo e
escape ao toque, onde observamos a capacidade de resposta ao manuseio dentro da
gaiola. Em seguida realizamos os primeiros 90 segundos de gravacdo em que O
animal foi colocado no canto superior esquerdo de uma caixa de observacao
(comprimento: 31,8 cm; largura: 19,8 cm; altura: 10,5 cm) e monitorado com o auxilio
do programa DebutVideo Capture Software, versdo 1.49. A gravacao foi analisada
offine para avaliar o padrédo de marcha, posicdo corporal e comportamento

exploratorio.
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Posteriormente, o animal foi posicionado sobre uma grade para avaliacdo da
forca dos membros. O parametro de higiene foi avaliado através da coloragéo do pelo
do animal, seguido pela analise da presenca ou auséncia de reflexos: auricular
(“pinnareflex”) e o reflexo da pata traseira (“toe pinch”). Nos 90s finais de teste, foi

realizada a andlise do equilibrio do animal.

3.5. ENSAIO DE PERMEABILIDADE VASCULAR

O ensaio de Permeabilidade Vascular foi realizado segundo o método descrito
por Kim et al., (2014). O extravasamento do corante azul de Evans foi utilizado para
avaliar a quebra da barreira hematoencefalica no cérebro de camundongos infectados
com a cepa PbA e tratados com melatonina.

No 6° d.p.i., 0s camundongos dos grupos controle, infectados e tratados com
melatonina foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal de solucdo de
Cloridrato de Quetamina (1mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina (1mg/Kg), seguido da
injecao intracardiaca de 200ul do corante Azul de Evans a 2% (Sigma-Aldrich). Apds
o bombeamento do corante, foi realizada a perfusdo com 10 ml de solugédo salina
(0,9%) e uma craniotomia foi feita para retirada do encéfalo. Este foi colocado em uma
placa de Petri e levado a uma lupa acoplada ao Sistema de Captura de Imagem
(NIKON, modelo SMZ1500) para realizacédo do registro fotografico de presencas do
extravasamento vascular na microvasculatura do animal. Apds a obtencdo das
imagens, o encéfalo foi levado a estufa de secagem por 48h, seguido pela adicdo de
2ml de formamida (Sigma-Aldrich) para extragdo do corante. A quantificagdo foi

realizada por meio da leitora de microplaca a um comprimento de onda de 620 nm.

3.6. EDEMA ENCEFALICO

A guantidade de agua no encéfalo dos animais foi definida como marcador para
0 quadro de edema encefalico, segundo o método descrito por Ding et al., (2015). No
6° d.p.i. os animais foram anestesiados e eutanasiados para a realizacdo da
craniotomia. O encéfalo foi retirado e imediatamente pesado em balanca analitica para

a determinagédo do peso umido (PU). Posteriormente, o encéfalo foi encaminhado a
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estufa de secagem por 72h a 80°C para realizagao de nova pesagem e determinagao
do peso seco (PS). A porcentagem do contetdo de agua foi estimada como {[(PU-
PS)/PU]*100}.

3.7. ANALISES HISTOLOGICAS

3.7.1. Cortes histologicos

Para a avaliacao histologica, os animais foram anestesiados e perfundidos com
PBS e paraformaldeido 4%. Os cérebros pos-fixados foram dissecados por
craniotomia e armazenados em gaze para imersdao em parafina. Inicialmente os
cérebros foram progressivamente desidratados em solucbes de &lcool etilico
crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) durante 40 minutos cada. Em seguida, as
amostras foram diafanizadas em xilol (PA) 40 minutos e parafinizadas (58-60°C) por
40 minutos (2x), formando blocos de parafina. Os blocos entdo foram cortados com
auxilio de micr6tomo em uma espessura de 5um, seguido da montagem das laminas
histolégicas. A desparafinizacao foi feita em estufa de secagem a 56°C por 24 horas,

seguido pelo processo de diafanizacdo em xilol.

3.7.2. Coloragéo de Hematoxilina e Eosina

Para avaliar a organizacao tecidual, foi utilizada a técnica de coloracao de
hematoxilina e eosina (HE). Para essa coloracdo as laminas com o0s cortes
histolégicos foram inicialmente diafanizadas em xilol por 30 segundos, seguido pelo
processo de hidratagdo com banhos de alcool em concentragdo decrescente (100%,
95%, 90%, 80% e 70%) por 30 segundos, seguido pela imersdo em agua destilada
por 2 minutos. Apdés isso as laminas foram imersas em hematoxilina de Harris por 1
minuto e lavadas em &gua destilada corrente por 5 minutos. Em seguida, as laminas
foram imersas em eosina por 30 segundos e entdo lavadas novamente em agua
destilada corrente por mais 5 minutos. Apos esse Ultimo passo, as laminas foram

montadas em Permount® (Fisher Scientific. New Jersey, USA).

Os cortes foram analisados utilizando microscépio de luz (Nikon, Eclipse E800
Yokohama, Japan) com camera digital (Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada,
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fotografados em lentes objetivas 20, 40 e 60x. As imagens foram armazenadas para
posterior analise da presenca de vasos ocluidos, vasos dilatados e infiltrados

celulares.

3.7.3. Contagem de células

Para contagem de células, foi realizada a coloracdo com DAPI (4 ', 6-diamidino-
2-fenilindol; Sigma-Aldrich) conforme descrito anteriormente por Chan et al., (2012).
Os cortes foram lavados 3x com PBS e incubados com solu¢do DAPI (1: 10.000) a 37
° C por 2 min para a marcagao nuclear. Em seguida, os cortes foram colocados em
meio de montagem (Fluoroshield) e visualizados em microscopia de fluorescéncia
(Nikon_EclipseNi) (objetiva 20x) para garantir a contagem de células do parénquima
cerebral. Foram realizadas andlises de campo total do cértex de animais diferentes de
um mesmo grupo. A média foi determinada e area de contagem foi calculada. Os

dados foram analisados com o software ImageJ.

3.8. CAMPO ABERTO

O campo aberto € um teste utilizado para avaliar o comportamento locomotor e
exploratorio de camundongos. O teste foi realizado no 6° d.p.i. de acordo com o
protocolo descrito por Desruisseaux et al. (2008). Foi utilizado uma arena circular de
83 cm de diametro e 52 cm de altura. Os animais foram colocados no centro aparato,
individualmente, para efetuar a livre exploragcdo durante 5 minutos. O aparelho foi
limpo com alcool 70% entre os ensaios e os testes foram realizados nas mesmas
condicBes padrdao. Cada sessao foi devidamente gravada com auxilio do programa
Debut Video Capture Software versdo 1.49 e posteriormente analisada por meio do
software X-Plo-Rat 2005. Os dados registrados incluiram o niamero de quadrantes
cruzados, frequéncia de autolimpeza (“grooming”) e frequéncia de levantamento
(“lifting”).

3.9. ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). As andlises
estatisticas foram realizadas usando ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de
Tukey-Kramer. Os dados de sobrevivéncia foram comparados e analisados usando o
teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier. Os camundongos foram divididos
aleatoriamente e todos os dados sdo representativos de pelo menos dois
experimentos independentes. As andlises foram realizadas com o software GraphPad
Prism considerando o valor significativo de p abaixo de 0,05.

4. RESULTADOS

41. O TRATAMENTO COM MELATONINA MELHORA A TAXA DE
SOBREVIVENCIA E ATENUA A GRAVIDADE DA MCE

Para avaliar o efeito da melatonina na progressdo clinica da MCE,
camundongos infectados com a cepa PbA foram tratados com 5 e 10 mg/kg/dia de
melatonina por quatro dias consecutivos. Avaliando o curso temporal da doenga, foi
observado que os camundongos infectados com a cepa PbA desenvolveram sinais
neurologicos caracteristicos entre 6 e 10 dias ap6s a infeccéo, caracterizados por
inatividade fisica, hemiplegia, ataxia, convulsbes, coma e morte. A taxa de
sobrevivéncia foi calculada a partir da determinacdo do numero de animais que
evoluiram a oObito no seu respectivo dia apdés a infeccao (Figura 6A). Nossos
resultados demonstram que 0s animais dos grupos Controle e Melatonina obtiveram
100% de sobrevivéncia até o final do experimento. Os animais do grupo PbA e PbA +
DMSO 1% desenvolveram uma infeccdo aguda e letal atingindo uma taxa de
mortalidade de 80% entre os dias 7-11 pos-infec¢do. Os demais 20% evoluiram a
Obito até 15 dias apods a infeccdo. Os animais infectados e tratados com melatonina
nas doses de 5 e 10 mg/kg tiveram sua sobrevida aumentada significativamente
guando comparando ao grupo PbA. O tratamento com ambas as doses promoveu 0
deslocamento da curva para direita, com animais comecando a evoluir a obito no 9°
d.p.i., chegando ao 11° dia com uma taxa de sobrevivéncia de 57% sem sinais

neuroldgicos graves. O ultimo animal de cada grupo tratado evoluiu a 6bito somente
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no 20° e 21° dia apos a infecgéo, respectivamente. Evidenciando o efeito protetor da
melatonina frente a progressao letal da doenca.

A porcentagem da parasitemia foi monitorada para investigar se a melhora da
sobrevida estava correlacionada a mudancas na taxa de parasitas no sangue
periférico, (Figura 6B). No inicio da fase aguda da infec¢céo (7° d.p.i.) os animais do
grupo PbA e PbA + DMSO 1% atingiram respectivamente 16,76% e 25,33% de
parasitemia, enquanto os animais infectados e tratados com melatonina nas doses de
5 e 10mg/kg/dia obtiveram uma taxa de 18,48% e 17,43%, respectivamente. No 12°
d.p.i., determinado como o final da janela de fase aguda, a parasitemia do grupo PbA
foi de 34,74%, enquanto que nos grupos tratados com melatonina em ambas as doses
a taxa foi de 27,96% e 28,87% respectivamente. Em todas as andlises nenhuma
diferenca significativa foi registrada entre os grupos, demonstrando que a melatonina
nao atua por acao antiparasitaria.

Concomitante a analise da parasitemia, a variacdo da massa corporea foi
monitorada (Figura 6C). Durante os todos os dias de acompanhamento n&o foi
observado diferenca significativa entre os grupos infectados e o grupo controle.
Também foi constatado que o tratamento com melatonina ndo exerceu efeito sobre o
peso corporal médio de camundongos néo infectados e camundongos infectados com

a cepa PbA.

Visando caracterizar o quadro de MCE, os animais foram submetidos ao
protocolo de RMCBS para avaliar o desenvolvimento dos sinais neurolégicos
associados a infeccdo (Figura 7). Todos os animais do grupo PbA apresentaram
alteracOes caracteristicas nos parametros avaliados. Foi possivel notar que o
tratamento com melatonina tanto na dose de 5mg/kg quanto na dose de 10mg/kg
reduziu significativamente os danos cognitivos induzidos pela doenca em todos o0s
dominios funcionais avaliados durante a fase aguda (6° d.p.i.), como coordenacéao,
desempenho motor, forca e tdnus muscular, reflexos e autopreservacédo e

comportamento relacionado a higiene.
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Figura 6: A melatonina prolongou a sobrevivéncia de camundongos infectados com Plasmodium
berghei. Camundongos infectados com PbA foram tratados com melatonina a 5 e 10 mg/kg por 4 dias
consecutivos. (A) Curva de sobrevivéncia de camundongos albino suicos infectados. A curva de
sobrevivéncia melhorou apds o tratamento com melatonina em comparacao ao grupo PbA (p < 0,05,
teste de Log-Rank). (B) Evolucdo da parasitemia em relacdo aos dias apds a infec¢do dos camundongos
Albino Suico infectados com PbA. A curva de parasitemia ndo diferiu significativamente entre os grupos
(ns, nao significativo). (C) Variacdo do peso corporal durante a infec¢do (%). Determinagdo da massa

corpérea durante os dias pés-infeccao (%). Nao houve variacdo da massa corpérea significativamente
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durante a analise (ns, ndo significativo); (n= 8 animais / grupo). Os dados sao apresentados como média
+ DP.
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Figura 7: Avaliacdo dos sinais neurolégicos a partir da utilizacéo do protocolo RMCBS. Todos
os indicadores foram significativamente reduzidos em camundongos infectados com PbA 6
dias apés a infecgcdo. O tratamento com melatonina melhorou todos os dominios analisados:
(A) Coordenacéo, (B) Desempenho motor, (C) Forca e tdbnus muscular, (D) Reflexos e
autopreservacao, (E) Comportamento relacionado a higiene. A soma dos escores de todos 0s
parametros foi registrada como uma pontuacao total para cada grupo (n= 10 animais / grupo).
Os dados sdo apresentados como média + DP. *p<0,01 vs. controle; #p<0,01 vs. PbA,;
##p<0,05 vs. PbA.
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4.2. MELATONINA PROTEGE CONTRA A QUEBRA DA BARREIRA
HEMATOENCEFALICA E FORMACAO DE EDEMA CAUSADA PELA INFECCAO
COM PbA

O rompimento da BHE é um evento chave associado a malaria cerebral, aqui
avaliado com base na permeabilidade ao corante Azul de Evans. A Figura 8A
representa qualitativamente a diferenca entre o grupo infectado e os grupos tratados
com melatonina nas doses de 5 e 10mg/kg. Nota-se que o grupo PbA apresentou uma
intensa coloracdo, enquanto os grupos tratados apresentaram uma diminuigao
consideravel de corante extravasado. O efeito da melatonina na permeabilidade da
barreira foi corroborado pela quantificacdo das concentragdes do marcador no
encéfalo, realizado no 6° d.p.i. (Figura 8B). Os resultados demonstraram que 0 grupo
PbA apresentou um aumento de aproximadamente 40% no extravasamento vascular
cerebral, quando comparado ao grupo controle (39,53+5,36 pg/g vs. 4,14+0,51 ug/qg).
No entanto, o tratamento com melatonina em ambas as doses de 5 e 10mg/kg em
animais infectados promoveu a diminuicédo significativa do extravasamento vascular
em comparagado ao grupo PbA (6,77+1,16 ug/g e 2,96+1,12 ug/g, respectivamente).
Animais ndo infectados tratados com melatonina ndo apresentaram alteracdes

significativas na estabilidade da BHE.
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Figura 8: Avaliagdo do ensaio de permeabilidade vascular. A melatonina mantém a

integridade da barreira hematoencefalica na ECM. (A) Analise qualitativa do extravasamento

vascular de camundongos controle, infectados com a cepa PbA, camundongos infectados

tratados com melatonina 5mg/kg e melatonina 10mg/kg. Barras de escala: 0,5 mm. (B)

Quantificacdo do extravasamento Azul de Evans para o cérebro no 6° d.p.i. (n = 8 animais /

grupo). O experimento foi repetido trés vezes e submetido a ANOVA de uma via. Dados

expressos em média + DP. * p <0,01 vs. controle; # p <0,01 vs. PbA.
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A formacéo de edema encefalico foi avaliada como dado complementar para
avaliar a integridade da BHE. A analise de contetdo de agua no cérebro realizada no
6° dia pos-infeccao foi utilizada como indicador desta condicdo. Nossos resultados
demonstraram que a infeccdo por PbA aumentou significativamente o conteddo de
agua cerebral quando comparado ao grupo controle (80,86+0,98 vs. 78,07+0,42)
(Figura 9). Contudo, a administracdo da melatonina nas doses de 5mg/kg e 10 mg/kg
promoveu uma diminuicdo significativa do teor de agua no cérebro (79,10+0,64 e
78,52+0,49, respectivamente) quando comparado ao grupo PbA, indicando que a

melatonina melhora o edema cerebral induzido pela infeccéo.
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Figura 9: O tratamento com melatonina reduziu o edema cerebral na MCE. Avaliagdo do
contetdo de agua no cérebro de camundongos foi realizada no 6° dia pos-infecgdo nos
diferentes grupos. (n= 7 animais / grupo). Os dados sédo apresentados como média + DP.
*p<0,01 vs. controle; #p<0,01 vs. PbA; ##p<0,05 vs. PbA.
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4.3. MELATONINA ATENUA ALTERACOES HISTOLOGICAS EM ANIMAIS
INFECTADOS COM A CEPA PbA

A analise histologica demonstrou que o quadro de MCE induziu uma
desorganizagdo tecidual e evidente vacuolizagdo no cértex de camundongos
infectados com a cepa PbA no 6° dia pds-infeccéo (Figura 10A). A presenca de area
de infiltrados, vasos ocluidos e focos hemorragicos também foi observada e
quantificada, apresentando-se significativamente maior no grupo PbA (Figura 10B) em
detrimento do grupo controle. Entretanto, o tratamento com melatonina em ambas as
doses atenuou todas as alteracdes histopatoldgicas induzidas pela infeccéo (Figura
10C).

Conforme a marcacdo de nucleo celular com DAPI, nossos resultados
evidenciaram que a infeccdo com a cepa PbA gerou uma diminuicdo significativa do
namero de células no tecido nervoso de camundongos quando comparado ao grupo
controle (596+52,84 vs. 1010,67+68,79). No entanto, o tratamento com melatonina a
5 e 10mg/kg protegeu frente a perda celular induzida pela infec¢do (857,33+47,64 e
898,66+16,01, respectivamente) apresentando um aumento significativo do nimero

de células quando comparado ao grupo PbA (Figura 11).
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Figura 10: Tratamento com melatonina diminui alteragbes histopatolégicas no cérebro de
camundongos infectados com PbA. Microfotografias representativas do cértex cerebral de
camundongos no 6° d.p.i. coradas com H&E. (A) Cértex cerebral de camundongos nao
infectados (Controle) com aparéncia histolégica normal; Camundongos infectados com a cepa
PbA mostrando presenca de infiltrados celulares (setas) e vacuolizacdo (asterisco); grupos
tratados com melatonina nas doses de 5 e 10mg/kg apresentando reducdo das alteracdes;
lente objetiva 20X. (B) Cértex cerebral de camundongos do grupo PbA apresentando areas
de infiltrados (setas. Lente objetiva 60X), vasos dilatados (DV. Lente objetiva 40X) e vasos
ocluidos (OV. Lente objetiva 60X). (C) Quantificacdo do numero de vasos dilatados, vasos
ocluidos e focos hemorragicos. (n= 10 animais / grupo. Dados expressos em média + DP. *

p<0,01 vs. controle; ** p<0,05 vs. controle; # p <0,01 vs. PbA,; ## p<0,05 vs. PbA. (barras, 50
pm).
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Figura 11: Analise do numero total de células por area em cortes do cérebro usando coloragédo DAPI

(lente objetiva 20X). (A) Os campos mais representativos da area cortical do cérebro sdo mostrados

(barra de escala, 50 ym). (B) Quantificacdo da coloracdo nuclear por DAPI em diferentes grupos

utilizando o software ImageJ. Dados expressos em média + DP de trés; n = 7 animais / grupo. * p<0,01

vs. controle; # p<0,01 vs. PbA.
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4.4, TRATAMENTO COM MELATONINA ATENUA ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS MOTORAS INDUZIDAS PELA INFECCAO COM PbA

Para avaliar as disfungcbes motoras geradas pela doenca, os animais foram
submetidos ao teste de campo aberto no 6° dia pds-infeccdo. No teste proposto,
parametros como quadrantes cruzados (Figura 12A), grooming (Figura 12B) e lifting
(Figura 12C) foram analisados nos grupos distintos. Os camundongos infectados com
a cepa PbA apresentaram uma diminuicdo significativa da atividade locomotora,
cruzando um menor niumero de quadrantes em comparacdo aos animais do grupo
controle (93,71+15,82 vs. 260,42+22,08). No entanto, camundongos tratados com
melatonina nas diferentes doses de 5 e 10mg/kg obtiveram uma melhora significativa
na atividade locomotora (130,42+8,94 e 142+11,38, respectivamente) em
comparacdo a camundongos pertencentes ao grupo PbA, mantendo a taxa de
locomocdo mais proxima da observada no grupo controle. Parametros adicionais
relacionados ao comportamento motor foram avaliados, como frequéncia de grooming
e lifting. Ambos padrbes foram significativamente diminuidos em camundongos
infectados com PbA (grooming: 17,42+3,86; lifting: 8,26+2,56) quando comparado ao
grupo controle (grooming: 42+4,04; lifting: 29,14+4,09). No entanto, 0os animais
infectados e tratados com melatonina apresentaram melhora significativa destes
indicadores quando comparado ao grupo PbA. Animais n&o infectados tratados com
melatonina em ambas as doses nado apresentaram nenhuma alteracéo
comportamental significativa. Os resultados demonstram que o tratamento com

melatonina preveniu as disfun¢cées motoras induzidas pela MCE.
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Figura 12: Efeito protetor da melatonina frente ao comprometimento motor em camundongos
infectados com a cepa PbA 6 dias apés a infecgdo. (A) Numero de quadrantes cruzados, (B)
frequéncia de grooming e (C) frequéncia de lifting, foram registrados e quantificados. (n= 8
animais / grupo). Dados expressos como média + DP. * p <0,01 vs. controle; ** p <0,05 vs.
controle; # p <0,01 vs. PbA,; ## p <0,05 vs. PbA.
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5. DISCUSSAO

Em nossa pesquisa observamos que a melatonina aumentou a sobrevida dos
animais sem alterar os niveis de parasitemia, reduziu os danos na barreira
hematoencefélica, diminuindo o processo de extravasamento vascular e o quadro de
edema encefalico, atenuou os danos histolégicos e as alteragdes comportamentais
induzidas pela infeccdo por PbA. Desta maneira, analisar o efeito da melatonina
durante a evolucdo do quadro da malaria cerebral é de extrema importancia para
avaliar os mecanismos envolvidos na patogénese da infecgao, bem como para auxiliar
na busca de aliados eficientes contra a doenca, uma vez que, a auséncia de um
tratamento rapido e eficaz tornam as infecgbes por P. falciparum potencialmente

fatais.

Apesar do tratamento antimalarico existente, as taxas de mortalidade
associadas a infec¢des por P. falciparum permanecem altas em decorréncia do
tratamento tardio, principalmente em criangas e pacientes imunocomprometidos.
Atualmente, o artesunato € o farmaco de primeira escolha para casos de malaria
severa, incluindo a malaria cerebral. No entanto, o uso do medicamento ndo é capaz
de evitar os danos centrais associados a infec¢cao, bem como, o dano cognitivo-motor
de longo prazo em pacientes que sobrevivem a sindrome (MURPHY et al., 2001;

CARTER et al., 2005).

A busca por agentes terapéuticos que apresentem caracteristicas de
neuroprotecdo frente ao quadro de malaria cerebral € de fundamental relevancia
visando evitar as sequelas neuroldgicas e a morte de pacientes acometidos pela
doenca (VARO et al., 2020). Essas terapias normalmente atuam diretamente em vias
metabodlicas que sao alteradas pela presenca do parasita no organismo do
hospedeiro, um mecanismo que associado ao efeito antimalarico de farmacos de
primeira escolha, pode reduzir as taxas de mortalidade e os danos comportamentais

permanentes em pacientes com maléria cerebral (JHON et al. 2010).

A melatonina, além de ser o principal neurohormonio autécrino liberado pela
glandula pineal, possui caracteristica anti-inflamatéria e antioxidante, apresentando
potencial de neuroprote¢do contra lesdes do SNC por sua agéo antiapoptotica. Este
conjunto de propriedades atribui a molécula a caracteristica de pleiotropica (TAN et
al., 2003; ESPOSITO & CUZZOCREA, 2010; ACUNA- CASTROVIEJO et al., 2014;
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SHUKLA et al., 2019). Neste trabalho utilizamos duas doses do hormdnio uma vez
que resultados prévios ndo demonstraram diferenca entre ambas e relatamos, pela
primeira vez, que o tratamento com melatonina é capaz de melhorar os sinais clinicos
e disfuncbes neurocognitivas em camundongos infectados com a cepa PDbA,

protegendo contra a MCE.

A MCE é caracterizada pela quebra da BHE, edema cerebral e lesdes de
parénquima, que levam a danos no SNC (BAGOT et al., 2002; MARTINS et al.,2009).
O periodo critico da MC é estabelecido durante a fase aguda da infec¢éo, quando a
parasitemia atinge taxas entre 10 e 15%. Nesta fase, 0s animais apresentam sinais
clinicos caracteristicos, como paralisia dos membros, reflexo alterado, desvio da
cabeca, convulsdes e coma (AMPAWONG et al., 2014).

Para a caracterizacao do quadro de MCE, avaliamos a taxa de sobrevivéncia,
niveis de parasitemia, associados aos sinais neurolégicos caracteristicos utilizando o
protocolo RMCBS. Observamos que animais infectados com a cepa PbA
apresentaram sintomas neurolégicos e morreram entre os dias 8 e 11 pds-infeccao
com uma parasitemia baixa, de acordo com dados prévios (QUEIROZ et al., 2008).
No entanto, camundongos tratados com melatonina apresentaram sobrevida
aumentada durante a infeccdo aguda, com a predominancia de 6bitos entre 15 e 21
dias apOs a infeccdo, sem sinais de disfuncdo neurologica. Nossos resultados
sugerem que a melatonina impede o desenvolvimento da MC, exercendo efeito
protetor no SNC de camundongos infectados sem alterar a parasitemia e 0 peso
corporal dos animais. Os animais tratados com melatonina provavelmente morreram
de anemia grave, considerando os niveis elevados de parasitemia no estagio final da
doenca, resultados que corroboram estudos anteriores (DENDE et al., 2015; PAL et
al., 2016). A nao alteracdo dos niveis de parasitemia em nenhum estagio da doenca
pelo uso da melatonina pode ser explicado pela auséncia de receptores para o
horménio na membrana do P. berghei, tornando o ciclo de vida do parasita um padrao

assincrono e néo influenciavel pelos niveis de melatonina (BAGNARESI et al. 2009).

Existe uma forte correlagdo entre a quebra da barreira hematoencefalica e a
patogénese da MC tanto em humanos como em modelos experimentais murinos
(MEDANA et al., 2006; DUNST et al., 2017). Embora os niveis de parasitemia fossem
relativamente altos em camundongos infectados com PbA tratados com melatonina,

houve uma reducéo significativa no rompimento da BHE no 6° d.p.i. ap0s o tratamento
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com melatonina, corroborando estudos que demonstram o horménio como um agente
que promove a manutencdo da estabilidade da BHE em diversos modelos de
patologias que acometem o SNC (ALLURI, et al., 2016; LIU et al., 2017).

Além disso, o edema encefélico resultante da alteracdo da estabilidade da BHE
também é uma caracteristica notéria da MC (PENET et al.,, 2005). O dano esta
presente em pacientes infectados por P. falciparum e em camundongos submetidos a
MCE (BROWN et al., 2002; SANNI et., 1998). Sugere-se que este quadro aconteca
decorrente de danos as células endoteliais e desarranjo da BHE, permitindo que
fluidos, proteinas plasmaticas e mediadores inflamatorios saiam do sistema vascular
e atinjam o parénquima do SNC causando perda de fun¢édo neuronal e, dependendo
da gravidade, o estado de coma (SANNI, 2001). Van Der Heyde et al., (2006)
associaram o edema encefalico aos processos inflamatdérios resultantes da infeccao,

no qual a expressao exacerbada de citocinas promove uma instabilidade na BHE.

Observamos que os camundongos infectados apresentaram formacdo de
edema encefalico significativo, corroborando dados publicados por SANNI, et al.,
(2004). No entanto, camundongos tratados com melatonina apresentaram diminuicao
significativa quando comparado ao grupo PbA. Resultado semelhante ao que fora
obtido em modelo de injdria traumatica cerebral, em que a melatonina mostrou ser
eficaz frente ao quadro (DING et al., 2014). O mecanismo de protecdo pode estar
relacionado a regulacdo de proteinas de adeséo das células do endotélio vascular,

embora estudos adicionais precisam ser realizados para confirmar nossa hipotese.

O tratamento com melatonina também atenuou os danos histologicos cerebrais
induzidos pela infeccdo por PbA. As alteracdes histopatolégicas séo caracteristicas
importantes no desenvolvimento da MC, ocorrem secundariamente a disfuncéo
vascular e a exposicdo do parénquima aos infiltrados leucocitarios e demais
componentes do processo inflamatério (MARTINS et al., 2009; STRANGWARD et al.,
2017). Embora nossos dados demonstrem que o tratamento com melatonina reduziu
as alteracbes no cortex sugestivas de infiltracdo leucocitaria, estudos adicionais
utilizando coloracao de células T CD45 e T CD8 * precisam ser realizados para melhor
caracterizar esse efeito. Isso fornece evidéncias de que o tratamento com melatonina

pode reduzir efetivamente a neuroinflamacgéo cerebral associada a patologia da MC.

Os mecanismos pelos quais a melatonina protege a quebra da BHE e
subsequentemente o0 edema cerebral e os danos histologicos durante o quadro da MC
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podem estar associados a sua caracteristica de livre difusdo pelo endotélio vascular.
A caracteristica anfipatica do horménio que o permite cruzar a BHE, a membrana
plasmatica e compartimentos da célula, como a mitocondria e nucleo pode ser a
responsavel por conferir protecdo em diversos niveis (GUHA et al., 2006; DING et al.,
2015).

A presenca de alteracbes comportamentais em modelo murino durante o
desenvolvimento da doenca ja é amplamente demonstrado por estudos prévios
(DESRUISSEAUX et al., 2008). Séo causadas por disfun¢des caracteristicas como
vasoconstricdo, hipdxia e um ambiente pro-inflamatoério vasoativo que geram essa
alteracdo da permeabilidade e rompimento da BHE. Esse conjunto de fatores
desencadeiam as complicacdes neurologicas e cognitivas bem caracteristicas do
quadro de MC (FALCHOOK et al., 2003; BOIVIN et al., 2007; PONSFORD et al.,
2012). De acordo com ADAMS et al. (2002), o aumento da permeabilidade da BHE
gue ocorre no inicio da infeccédo pela cepa PbA induz danos celulares que persistem
muito tempo apos a infeccdo, podendo ser responsavel pelos danos comportamentais

persistentes associados a doenca.

O RMCBS foi realizado para caracterizar o quadro de MCE. Este protocolo é
considerado uma ferramenta importante para a avaliacdo do estado neurolégico de
camundongos com MC, haja vista que permite uma avaliacdo rapida e objetiva do
desenvolvimento das alteragbes comportamentais na fase aguda da infeccao
(CARROLL et al., 2010). Nossos resultados demonstraram que os animais infectados
com a cepa PbA apresentaram déficits em todos os dominios comportamentais

avaliados.

O teste do campo aberto é utilizado para avaliar o desempenho motor dos
animais (DESRUISSEAUX et al., 2008). O teste mostrou que a infec¢éo por PbA gerou
prejuizo da capacidade exploratoria dos animais, corroborando as alteracdes
comportamentais observadas através da utilizacdo do protocolo RMCBS. Os
diferentes tipos de alteragbes comportamentais sdo diretamente relacionados a area
do encéfalo afetada. Estudos anteriores demonstram que em modelos de patologias
que geram alteracbes na BHE é comum observar um comprometimento
comportamental desencadeado pelos danos neuronais resultantes da
neuroinflamacao exacerbada e auséncia de oxigenagao no cortex, mediada por lesbes
vasculares (VAN DER HEYDE et al., 2006).
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No presente estudo, os camundongos infectados com PbA que receberam
melatonina tiveram um desempenho que se assemelhou ao dos camundongos
controle ndo infectados. O tratamento com o hormdnio conseguiu promover protecao
frente a todos os comprometimentos cognitivos e motores de longo prazo induzidos
pela infeccdo. Estudos anteriores ja demonstraram o papel protetor da melatonina
frente a diversos danos comportamentais. Ali et al., (2015) mostrou que o tratamento
crénico com melatonina atenuou o comprometimento comportamental induzido pela
D-galactose, mediada pela diminuicdo da neuroinflamagcdo e neurodegeneracdo
atraves da via RAGE/NF-kB/JNK. Um estudo publicado por Muhammad et al., (2018)
demonstrou que o hormodnio conseguiu promover a reducdo de alteracdes
comportamentais induzidas pelo uso de Escapolamina via reducdo da

neuroinflamacao e estresse oxidativo.

O mecanismo exato pelo qual a melatonina promove protecdo frente as
alteracdes na MCE deve ser melhor investigado. Estudos anteriores demonstram que
a capacidade de inativar a proteina mTOR confere ao horménio a capacidade de
protecdo frente a uma neuroinflamacdo exacerbada, reduzindo a ativacdo de

microglias e a expressao de citocinas pro-inflamatérias (DING et al., 2014).

Em modelo murino de lesdo cerebral hipdxico-isquémica neonatal, a
melatonina media o efeito neuroprotetor pela ativagdo dos receptores M1, o que inibe
a ativacdo das vias de morte celular por apoptose, uma vez que promove a

manutencao do potencial de membrana mitocondrial (SINHA et al., 2017).

N&o podemos excluir o fato de que a neuroprotecdo da melatonina pode estar
associada ao seu efeito antioxidante, uma vez que estudos anteriores ja
demonstraram que a administracdo diaria de melatonina restaura a capacidade
antioxidante e inibe a producdo de citocinas proé-inflamatérias em um modelo
experimental de retinopatia diabética (NEGI et al., 2011). Além disso, a melatonina é
capaz de diminuir a expressao das isoformas Nox2 e Nox4, reduzir a geracao de
espécies reativas de oxigénio e inibir a morte celular por apoptose em um modelo

murino de isquemia cerebral (LI et al., 2014).

A utilizacdo exogena da melatonina j& é amplamente utilizada em diversos
modelos de neuropatologias, apresentando resultados promissores em doses baixas.
Um estudo demonstrou que a deficiéncia de melatonina enddgena exacerbou o dano

neuronal em modelo de injuria traumatica cerebral, fornecendo evidéncias notaveis da
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eficdcia da administracdo exdgena. A administracdo exdgena de melatonina nas
doses de 5mg/kg e 10mg/kg por injecéo intraperitoneal diminui o edema encefalico, o
volume do infarto e melhorou os déficits neurolégicos de camundongos apos a leséo
(REITER et al., 2003). Sua capacidade de protecdo do SNC esta associada a sua
particularidade de molécula pleiotropica, apresentando propriedades anti-
inflamatdrias, antiapoptéticas, antioxidantes e de caracteristica regulatéria de
moléculas expressas no endotélio vascular, o que confere ao horménio a capacidade

de promover a manutencdo da BHE e a protecédo do parénquima cerebral.

Aqui relatamos pela primeira vez que a melatonina é capaz de melhorar os
sinais clinicos e comprometimento neurocognitivo de camundongos infectados com
PbA, resultando em protecédo contra o quadro de MCE. O mecanismo exato pelo qual

a melatonina exerce seu efeito neuroprotetor sera investigado posteriormente.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que a melatonina apresentou efeito neuroprotetor frente o quadro
clinico de Malaria Cerebral induzido por uma infeccdo com a cepa ANKA de
Plasmodium berghei (PbA). Demonstramos que o tratamento com as diferentes doses
do hormoénio (5mg/kg e 10 mg/kg) promoveu o aumento da sobrevida dos animais,
protegeu frente ao rompimento da barreira hematoencefalica induzido pela infeccéo,
impediu a formacéo de edema cerebral, reduziu as alteracdes histoldgicas do cértex
de animais infectados e atenuou os danos neurocognitivos e motores associados a
MCE. Desta forma, os dados atuais representam uma evidéncia pré-clinica importante

de que a melatonina pode ser um aliado eficiente para o tratamento de MC.
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Cerebral malaria is characterized by permanent cognitive impairments in
Plasmodium-infected children. Antimalarial therapies show little effectiveness to
avoid neurological deficits and brain tissue alterations elicited by severe malaria.
Melatonin is a well-recognized endogenous hormone involved in the control of brain
functions and maintenance of blood-brain barrier integrity. The current study has
evaluated the effect of melatonin on the histological alterations, blood-brain barrier
leakage, and neurocognitive impairments in mice developing cerebral malaria. Swiss
mice infected with Plasmodium berghei ANKA strain was used as cerebral malaria
model. Melatonin treatment (5 and 10 mg/kg) was performed for four consecutive days
after the infection, and data have shown an increased survival rate in infected mice
treated with melatonin. It was also observed that melatonin treatment blocked brain
edema and prevented the breakdown of blood-brain barrier induced by the Plasmodium
infection. Furthermore, hematoxylin and eosin staining revealed that melatonin mitigates
the histological alterations in Plasmodium-infected animals. Melatonin was also able to
prevent motor and cognitive impairments in infected mice. Taken together, these results
show for the first time that melatonin treatment prevents histological brain damages and
neurocognitive alterations induced by cerebral malaria.

Keywords: cerebral malaria, melatonin, blood-brain barrier, neurobehavioral impairment, Plasmodium

INTRODUCTION

Malaria is a potentially life-threatening disease affecting an estimated 207 million people each year
(WHO, 2017). Majority of the fatal cases were due to cerebral malaria (CM), which is the most
severe neurological complication of Plasmodium falciparum infection that affects mainly children
under 5 years of age (WHO, 2000; Idro et al., 2005). Major clinical symptoms of CM include
dyspnea, fever, sudden bleeding, disorientation, convulsions, coma, and death. CM survivors could
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exhibit long-term neurocognitive impairments such as cortical
blindness, hearing loss, ataxia, and memory and attention
disorders, which is partly due to the fact that antimalarial drugs
do not prevent the damages in the central nervous system
(CNS) parenchyma (John et al., 2008; Rénia et al., 2012).
The mechanism of CM-induced brain injuries is still not fully
understood. However, previous studies reveal that increased
cytoadherence of parasitized red blood cells (pRBC) leads to
brain microvascular obstruction, hypoxia state, and consequent
damage of the brain structures. Data from literature also describe
the role of proinflammatory cytokines, microglial activation, and
oxidative stress on the pathogenicity of CM (Hunt and Grau,
2003).

Most of these neuropathological mechanisms associated
with CM were clarified utilizing animal models that simulate
the clinical signals described in humans developing CM.
Experimental cerebral malaria (ECM) can be developed by using
the rodent malaria model with the infection of susceptible
mouse strains as C57BL/6 and Swiss albino mice with
Plasmodium berghei ANKA parasites (Combes et al., 2005;
Martins et al., 2009a,b). The mouse model exhibit several of the
neurological features of human cerebral malaria (HCM) such
as brain neuroinflammation (Hunt and Grau, 2003), reduced
cerebral blood flow, blood-brain barrier (BBB) disruption,
microhemorrhages (Hunt et al, 2006), brain swelling, and
neurological impairment (Desruisseaux et al., 2008; Dai et al.,
2010). In this context, the use of endogenous compounds
with recognized ability to protect CNS parenchyma could exert
significant protection against the brain damage and cognitive
impairments evoked by CM.

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is an endogenous
neuro-hormone primarily synthesized and released from the
pineal gland of mammals during the dark phase of the light-
dark cycle (Rodriguez et al., 2004). In addition to the pineal
gland, melatonin could be released at several extrapineal
sites at the CNS, including hypothalamus, cerebellum, retina,
nucleus gracilis, medulla oblongata, and cerebral cortex,
modulating several neurophysiological roles (Jimenez-jorge
etal., 2007; Radogna et al., 2010). Furthermore, previous studies
also describe that melatonin could act as a neuroprotective
molecule in both acute brain injuries as cerebral ischemia
and chronic neurodegenerative conditions such as Alzheimer
and Huntington disease (Wang et al, 2011; Rudnitskaya
et al, 2015). Moreover, melatonin could effectively reduce

brain inflammation by inhibiting nuclear factor kappa
B (NF-kB) translocation and matrix metallopeptidase-9
(MMP-9) activation in lipopolysaccharide (LPS)-induced

inflammation in both in vivo and in vitro experimental
models (Chang et al.,, 2012). This indoleamine is also effective
in reducing oxidative stress by increasing the activity and
expression of several antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase, catalase, and glutathione peroxidase (Fischer
et al,, 2013; Zhang and Zhang, 2014). Melatonin has been
implicated in cognitive events as learning process and memory
formation as well as ameliorating motor coordination after
brain injuries (He et al, 2013; Bavithra et al, 2017). In
the rat model of hypoxia-ischemia, melatonin treatment

efficiently decreases brain damage by the modulation of
BBB integrity.

Recently, a report also demonstrated that melatonin treatment
could modulate the progression of infectious disease such
as amoebiasis, leishmaniasis, and trypanosomiasis (Daryani
et al., 2018). During a rat chronic infection with Trypanosoma
cruzi, melatonin attenuates oxidative stress condition and the
inflammatory process by decreasing nitric oxide and lipid
peroxidation and raising the release of interleukin-17A (Brazio
etal., 2015).

In malaria infection, melatonin displays a controversial role
in the growth and development of some Plasmodium species.
It has been described that endogenous melatonin modulates
the parasite life cycle and maintain the synchronicity of
Plasmodium falciparum and Plasmodium chabaudi, which assure
the propagation of the infection in the host (Beraldo et al., 2005;
Budu et al., 2007). In spite of that, a previous study showed that
melatonin does not synchronize experimental malaria infection
caused by Plasmodium berghei and Plasmodium yoelii (Bagnaresi
et al.,, 2009). Recent studies have demonstrated that melatonin-
derived synthetic indoles, which modulate the activation of
melatonin receptors, inhibited in vitro P. falciparum growth at
lower concentrations (Schuck et al., 2014; Luthra et al., 2019),
emerging as new alternative therapeutic approach to alter disease
progression. Little is known about the effect of melatonin in
the host infected with Plasmodium, which mainly concerns the
cerebral impairment elicited by the disease.

Taken together, all of these findings prompted us to ask if
melatonin treatment is able to modulate the progression of the
disease by preventing histological alteration and neurocognitive
impairments elicited by CM in mice.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Animals

Male Swiss albino mice 5-6 weeks old (weighing 20-24 g) were
obtained from the Animal Care Facilities of the Institute of
Biological Science, Federal University of Para (Belem-Brazil).
Mice were maintained in polypropylene cages (five mice per cage)
under standard and controlled conditions of temperature (24 +
1°C) and humidity (55 = 10%). Filtered water and standard pellet
diet were given ad libitum.

Plasmodium Berghei ANKA Infection

Infection was performed as previously described by Oliveira et al.
(2017). Plasmodium berghei ANKA (PbA) strains (Laboratory of
Experimental Neuropharmacology, UFPa) were kept as frozen
stocks in liquid nitrogen vials. Briefly, all experimental mice
were intraperitoneally (i.p.) infected with 1 x 10° PbA-pRBCs
suspended in 0.1 ml of phosphate-buffered saline (PBS), obtained
from cardiac puncture from homolog mice that had been
previously injected with frozen PbA stock solution.

In the course of the disease, mice were observed for
parameters as weight loss, survival, blood parasitemia, and ECM
clinical signs. Infected and treated animals were assessed daily,
and the time of death was promptly registered. Behavioral
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changes, such as ataxia and convulsion state, were used as
established humane endpoints to reduce animal suffering.

Animal body weights were regularly measured during the
course of the disease. Parasitemia levels (percentage of pRBCs)
were monitored daily by microscopic counting from Giemsa-
stained (Sigma-Aldrich) thin smears obtained from mice tail-vein
blood and determined according to the formula [(number of
pRBCs)/(total numbers of RBCs counted)] x 100.

Melatonin Treatment

To evaluate the potential neuroprotective effect of melatonin in
ECM, mice were randomly assigned into four distinct groups:
uninfected control group, PbA-infected group and PbA-infected
and treated with 5 mg/kg melatonin, and PbA-infected and
treated with 10 mg/kg melatonin. Melatonin (Sigma-Aldrich)
dissolved in 1% DMSO (Sigma-Aldrich, Brazil) solution and
saline (0.9%; pH 7.4) was given by intraperitoneal injection once
daily at a dose of 5 and 10 mg/kg for four consecutive days
post-infection, starting on the day of infection. Mice of the
control group and PbA-infected group received (i.p.) 0.9% saline
solution daily.

Rapid Murine Coma and Behavior Tests

At day 6 post-infection, the behavioral clinical signs and disease
severity was monitored using the grading quantitative Rapid
Murine Coma and Behavior scale (RMCBS) described by Carroll
et al. (2010). This method was developed to assess the early
clinical manifestation of murine CM, and the protocol consists
of 10 parameters in which hygiene-related behavior gait, body
position, exploratory behavior, and balance were assessed and
scored from 0 to 20, in which 0 corresponds to the lowest
compromised neurological function and 20 corresponds to severe
neurological impairment.

Briefly, in 3min, the animals were subjected to a video
recording for 90s to assess behavioral parameters such as gait,
motor performance, body position, touch escape, pinna reflex,
toe pinch, aggression, and grooming. In the next 90s, mice
were assessed for limb strength and balance. Each parameter
was scored 0-2 points based on the performance of the infected
and treated mice, in which 0 corresponds to severe neurological
impairment and 2 corresponds to the lowest compromised
neurological function. The total score (0-20) of the domains was
calculated by the sum of the parameters for each animal on day
of analysis.

Evans Blue Dye Perfusion for Vascular Leakage

BBB disruption was assessed by measuring Evan’s blue
extravasation as previously described by Kim et al. (2014).
Briefly, at day 6 post-infection, mice were intraperitoneally
injected with 200 pl of 1% Evan’s blue dye (Sigma-Aldrich)
prepared in sterile saline solution. After 2h, anesthetized mice
were perfused with saline and sacrificed. Brains were isolated,
weighed, and placed in dimethyl formamide for 48 h at 37°C (in
the dark) to extract Evan’s blue dye from the brain tissue. The
concentration of Evan’s Blue dye was measured at 620 nm in
a plate reader and calculated using a standard dye curve. Data

were expressed as micrograms of dye extravasated per gram of
brain tissue.

Edema

Brain water content as a marker of cerebral edema was
determined using the wet/dry method previously described by
Ding et al. (2015). At 6 days post-infection, mice were deeply
anesthetized and brains were collected and immediately weighted
(wet weight) and then dried at 80°C for 72 h (dry weight). The
percentage of brain water content was then estimated as [(wet
weight - dry weight)/wet weight x 100%].

Hematoxylin and Eosin Staining and Cell Counting
Mice were first anesthetized with ketamine and xylazine, and the
brains of each experimental group were transcardially perfused
with PBS and 4% paraformaldehyde. Post-fixed brains were
carefully dissected and embedded in paraffin wax. Serial coronal
sections into 8 um were performed and stained with hematoxylin
and eosin (H&E). The brain cortex was examined in the cortical-
medullary area under a light microscope and photographed at
20, 40, and 60x objective lens. For cell counting, DAPI (4'6-
diamidino-2-phenylindole; Sigma) staining was performed as
previously described (Chan et al, 2012). In brief, the free-
floating sections were washed with PBS and incubated with DAPI
solution (1:10,000) for nuclear staining at 37°C for 2min. To
count the cell nucleus, slices were placed in mounting medium
(Fluoroshield) and visualized under fluorescence microscopy
(%20 objective lens); (Nikon_EclipseNi). To assure the counting
of cells from cerebral parenchyma, areas of cell infiltrate
were excluded from DAPI counting. Data were analyzed using
Image] software.

Open Field Behavior Test

The open field is a common test used to measure mice locomotor
and exploratory behavior. The test was performed 6 days post-
infection according to the protocol described by Desruisseaux
et al. (2008). Briefly, mice were individually placed in the center
of the testing chamber (83 x 52cm) with black floor to freely
explore the arena for 5 min. Data recorded included the number
of crossed quadrants, grooming frequency, and lifting frequency.
Each animal performed only one trial test. The apparatus was
cleaned with 70% alcohol between trials, and tests were carried
out under the same standard conditions. The sessions were
monitored by a digital camera attached above the apparatus, and
later analyses were conducted using the X-Plot-Rat Software.

Statistical Analysis

All data were expressed as the mean + standard deviation
(SD). Statistical analyses were performed using one-way ANOVA
followed by post-test Tukey-Kramer. Survival data were
compared and analyzed using log-rank test of Kaplan-Meier
curves. Mice were randomly divided into groups of 10 animals
(per group), and all data are representative of at least two
independent experiments. Analyses were conducted with the
GraphPad Prism Software and significant differences were
defined with p values below 0.05.
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RESULTS

Melatonin Treatment Improves the Survival Rate and
Disease Severity in Swiss Mice Infected With PbA

To address the effect of melatonin on the clinical progression of
ECM, PbA-infected mice were treated with 5 and 10 mg/kg/day
of melatonin for four consecutive days. Consistent with prior
observations, PbA-infected mice developed marked neurological
symptoms between 6 and 10 days post-infection, characterized
by physical inactivity, hemiplegia, and ataxia ending up with
convulsions, coma, and death. Eighty percent of PbA-infected
mice succumbed to CM on days 8-11 whereas 20% died on
day 15 due to severe malaria (Figure 1A). Despite having no
anti-parasitic action, melatonin treatment in both doses of
5 and 10 mg/kg significantly prolonged the survival rate of

PbA-infected mice. At 11 days post-infection, the melatonin-
treated group exhibited a 57% of survival rate with mice showing
no CM neurological symptoms when compared to the PbA-
infected group that exhibited a 16% survival rate (Figure 1A). To
investigate whether the survival improvement was correlated to
changes in peripheric parasite rate, parasitemia was monitored,
but no significant difference was registered between groups
(Figure 1B). Further, melatonin also had no effect on body
weight average in uninfected mice or in PbA-infected mice
(Figure 1C).

In the RMCBS protocol, melatonin treatment also reduced
disease severity and the development of neurological signs
associated to ECM. It was possible to notice that melatonin
treatment at both 5 and 10 mg/kg prevented the loss of all
functional domains evaluated in the late stage of the disease
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FIGURE 1 | Melatonin prolonged survival of Plasmodium berghei-infected mice. Plasmodium berghei ANKA (PbA)-infected mice were treated intraperitoneally from
day 1 to day 4 post-infection with melatonin at 5 and 10 mg/kg/day. (A) Survival curve improved after melatonin treatment compared to saline PbA-infected group (o
< 0.05, log rank test). (B) Parasitemia curve did not differ significantly between groups. Parasitemia levels were measured as the number of parasitized red blood cells
(PRBCs) in at least 1,000 RBCs (ns, not significant). (C) Body weight variation during the infection (%). The results are representative of three independent infections;
n = 10 animals/group. Results shown are mean + SD.
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(day 6 post-infection) such as coordination, motor performance,
muscle tone and strength, reflexes and self-preservation, and
hygiene-related behavior (Figure 2).

Melatonin Prevents BBB Disruption and Cerebral
Edema Induced by PbA Infection
We next investigated whether brains of melatonin-treated mice
showed differences in the stability of the BBB, once its disruption
is a crucial event associated with human and experimental CM
outcome (de Souza et al., 2009). The effect of melatonin in
BBB permeability was evaluated by determining the Evans blue
dye concentrations in the mice brain tissue. Figure 3A shows
representative images of whole brains in the distinct groups,
revealing that melatonin-treated PbA-infected mice had a more
discrete staining when compared to the PbA-infected group.
The quantification of formamide extraction revealed that the
brains of CM mice had a marked increased in BBB permeability
at 6 days post-infection (an average increase of 40% in Evans blue
extravasation as compared to uninfected control group—from

81g/g in uninfected control to 40 jug/g in PbA-infected mice)
(Figure 3B). In contrast, melatonin-treated PbA-infected mice in
both doses of 5 and 10 mg/kg exhibited a dramatically reduced
amount of Evans blue extravasated into the brain parenchyma
when compared to PbA-infected mice (Figure 3B).

As shown in Figure 4, brain water content was also evaluated
at day 6 post-infection as an indicator of brain edema. It was
demonstrated that PbA infection significantly increased brain
water content when compared to the uninfected mice group.
However, melatonin-treated PbA-infected mice had significantly
less brain water content than the PbA-infected group. This result
indicates that melatonin ameliorates the brain edema induced by
PbA infection.

Melatonin Decreases Histological Alterations in
PbA-Infected Animals

Histological analysis of brain cortical slices showed a
disorganized parenchyma with evident acidophilic nuclear
retraction and vacuolation at 6 days post-infection. Cellular
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FIGURE 2 | Neurological signs based on RMCBS were significantly reduced in PbA-infected mice at 6 days post-infection. Melatonin treatment improves all the
parameters analyzed as coordinating (A), locomotion (B), strength and muscle tone (C), seff-preservation (D), and grooming (E); n = 10 animals/group. Data are
presented as average & SD. *p < 0.01 vs control; #p < 0.01 vs PbA; ##p < 0.05 vs PbA.
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FIGURE 3 | Melatonin maintains blood-brain barrier integrity in ECM. (A) Qualitative analysis of whole brain after Evans blue dye administration in uninfected control
group, PbA-infected mice, 5 mg/kg melatonin-treated PbA mice, and 10 mg/kg melatonin-treated PbA mice. Scale bars: 0.5 mm. (B) Quantification of Evans blue
(EB) extravasated into brain at 6 days post-infection. The experiment was repeated three times and subjected to one-way ANOVA and expressed as mean + SD

(n =8, "p < 0.01 vs. control; #p < 0.01 vs. PbA).

infiltration, vascular dilatation, occluded capillaries, and
hemorrhagic areas were also observed and quantified at this stage
of the disease (Figures5B,C). All these pathological changes
were ameliorated by the treatment with both melatonin doses
(Figures 5A,C). DAPI staining demonstrated that the number
of cells was significantly reduced in the cortex of PbA-infected
mice at 6 days post-infection. In contrast, the treatment with
melatonin at 5 and 10 mg/kg protected the cortical tissue from
this cellular loss (Figure 6A), maintaining the number of cells
near the control group (Figure 6B). Thus, we demonstrated that
melatonin treatment has prevented cell loss in the brain cortex
of PbA-infected mice.

Melatonin Treatment Attenuated Motor Behavioral
Abnormalities Induced by PbA-Infected Mice

To evaluate the protective effect of melatonin on motor
impairment, an open field test was performed in late stage
of the disease on day 6 post-infection. On the proposed test,

parameters such as lines crossed, rearing, and grooming behavior
were measured in the distinct groups and illustrated in Figure 7.
On day 6 post-infection, PbA-infected mice exhibited significant
decreased locomotor activity and gait dysfunction by crossing
a smaller number of squares as compared to uninfected mice,
whereas melatonin-treated mice at different doses (5 and 10
mg/kg) showed a marked improvement in total locomotor
activity by the increased number of crossed squares as compared
to the PbA-infected mice (Figure 7A). Moreover, the uninfected
group treated only with melatonin (5 and 10 mg/kg) showed
no significant behavioral alteration compared with the control
group, indicating that, in this condition, melatonin did not
modulate the excitability of the CNS (Figure 7).

Additional measures of motor impairment such as the number
of rearing and self-grooming were also analyzed. Both parameters
were also found to be significantly decreased in PbA-infected
mice as compared to the uninfected control group, and melatonin
elicited significant improvement in these motor indicators
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FIGURE 4 | Melatonin therapy alleviated cerebral edema in ECM. Brain water
content was measured at 6 days post-infection in different groups (n =8, p <
0.01 vs. control; #p < 0.01 vs. PbA; ##p < 0.05 vs. PbA).

(Figures 7B,C). Taken together, these behavioral results indicate
that motor dysfunctions induced by ECM can be prevented by
the treatment with melatonin.

DISCUSSION

In addition to being the main autocrine neurohormone released
by pineal gland, melatonin has also been reported with anti-
inflammatory and antioxidant effects (Tan et al., 2003; Esposito
and Cuzzocrea, 2010; Acuia-Castroviejo et al., 2014). Moreover,
this neurohormone has been shown to be neuroprotective against
CNS injuries by its anti-apoptoticaction (Mésenge etal., 1998; Ali
and Kim, 2015; Shukla et al., 2019). CM is a devastating disease
often responsible for high mortality rates. Clinical studies reveal
that most survivors may not fully recover from persistent motor-
neurocognitive impairment despite worthy recent advances in
available antimalarial drugs (Murphy and Breman, 2001; Carter
et al,, 2005). Herein we report, for the first time, that melatonin
treatment is able to ameliorate clinical signs and neurocognitive
dysfunctions in PbA-infected mice, resulting in protection from
ECM outcome. Murine experimental CM is characterized by
BBB breakdown, brain edema, and parenchyma lesions, which
lead to damage within the CNS (Bagot et al, 2002; Martins
et al., 2009a). The outcome of CM is established during the
acute phase of the PbA-infection when parasitemia reaches rates
between 10 and 15%. At this stage, mice display characteristic
clinical signs such as paralysis of the limbs, poor reflex, deviation
of head, spontaneous rolling over, convulsions, and coma
(Ampawong etal., 2014). In addition, while PbA-infected animals
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presented neurological symptoms and die between days 8 and
11 post-infection, melatonin-treated mice exhibited enhanced
survival from acute infection, and most of them died between
15 and 21 days post-infection with no signs of neurological
dysfunction. Our results suggested that melatonin suppresses
CM development, and considering that animals showed elevated
levels of parasitemia in the end stage of the disease (as described
in Figure 1B), melatonin-treated animals probably died of severe
anemia as previously described in anterior reports (Dende
et al,, 2015). All of these protective effects elicited by melatonin
treatment were not associated with reduction of parasitemia
levels and body weight, suggesting that melatonin has exerted its
protective effect mainly on the CNS of infected mice.

The fact that melatonin did not alter the parasitemia at any
stage of the disease could be explained by the fact that in P.
berghei infection, the life cycle of the parasite is not influenced
by the melatonin levels developing an asynchronous pattern of
infection. Bagnaresi et al. (2009) demonstrated that the inhibition
of melatonin receptor and the treatment with melatonin did
not modify the parasite load in the livers of mice infected with
PbA sporozoites.

There is a sturdy connection between the breakdown of
the BBB and CM pathogenesis in both human and mouse
experimental models (Lou et al., 2001; Medana and Turner,
2006; Dunst et al,, 2017). Moreover, cerebral edema resulting
from enhanced BBB breakdown is also a notorious feature of
HCM and ECM (Thumwood et al., 1988; Penet et al., 2005).
Although parasitemia levels were relatively high in melatonin-
treated PbA-infected mice, there was a relevant reduction in BBB
leakage and brain edema after melatonin treatment on day 6
post infection. Additionally, melatonin treatment also attenuates
brain histological damages induced by PbA infection. Although
our data demonstrated that the treatment with melatonin
reduces the disarrangement in the brain cortex with typical and
suggestive areas of leukocyte infiltration, additional studies using
CD45 and CD8" T cell staining need to be performed to better
characterize this effect. This provides evidence that melatonin
treatment could effectively reduce brain neuroinflammation
associated with ECM pathology even in the presence of elevated
parasitemia levels.

Furthermore, melatonin is an amphipathic molecule, which
makes it suitable to cross not only BBB but also several
other cellular compartments such as endoplasmic reticulum,
mitochondria, and nucleus (Guha et al., 2007; Cardinali et al.,
2013; Ding et al, 2015). The mechanisms through which
melatonin protects BBB breakdown and subsequent brain edema
during CM onset might be associated with the regulation of
adhesion proteins in cerebrovascular endothelial cells, although
additional studies need to be done to confirm our hypothesis.

We cannot exclude the fact that melatonin neuroprotection
could be associated with its antioxidant effect once previous
studies have already demonstrated that daily administration
of melatonin restores antioxidant capacity and inhibit the
production of pro-inflammatory cytokines in an experimental
model of diabetic retinopathy (Negi et al., 2011). In addition,
melatonin is able to decrease the expression of NADPH oxidase
isoforms Nox2 and Nox4, reduces reactive oxygen species
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FIGURE 5 | Melatonin treatment decreases histological alteration into the brain tissue of PbA-infected mice. Representative light microphotographs from mice
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cerebral cortex at day 6 post-infection stained with H&E. (A) Brain cortex from uninfected mice (control) with normal histological appearance; PbA-infected mice
showing cellular infiltration (arrows) and vacuolation (asterisk); and melatonin-treated groups; x20 objective lens. (B) Brain cortex from PbA-infected mice showing
infiltrated areas (arrows_x 60 objective lens), dilated vessels (DV_x40 objective lens), and occluded vessels (OV_x60 objective lens). (C) Data quantification of dilated
vessels, occluded vessels, and hemorrhagic fociffield. Images were analyzed in a double-blind manner; n = 10 animals/group (bars, 50 um). “o < 0.01 vs control;

*p < 0.05 vs control; #p < 0.01 vs PbA; ##p < 0.05 vs PbA.

generation, and inhibits apoptotic cell death in a rat model of
cerebral ischemia (Li etal., 2014).

In mouse models of newborn hypoxic-ischemic brain injury,
melatonin exerts a neuroprotective role by the activation
of M1 melatonin receptors, inhibition of mitochondrial cell
death pathways, and astrocytic activation. Moreover, studies
demonstrated that melatonin could potentially attenuate reactive
gliosis and reduces microglial activation, which are remarkable
and well-characterized events in CM pathogenesis (Cervantes
et al., 2008; Sinha et al., 2017).

Besides, we also observed that melatonin treatment protected
CM mice from long-term neurocognitive and motor impairment
such as gait and motor dysfunction. The open field test is
a useful method to measure poor gait and ambulation in
rodent models of CM, and in the present study, PbA-infected
mice that received melatonin performed as well as uninfected
control mice. According to our behavioral analysis, melatonin
significantly improved motor impairment in PbA-infected mice.
A previous report has already described that chronic melatonin
therapy attenuated D-galactose-induced memory and neuronal
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FIGURE 6 | Analysis of cell number in brain sections using DAPI staining by fluorescence microscope (x 20 objective lens). (A) The most representative fields of brain
cortical area are shown (scale bar, 50 um). (B) Quantification of DAPI nuclear stain in distinct groups using ImageJ software. Data represent mean =+ SD of three
independent experiments; n = 10 animals/group. “p < 0.01 vs control; #p < 0.01 vs PbA.
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FIGURE 7 | Protective effect of melatonin against motor impairment in PbA-infected mice at 6 days post-infection. Number of crossed quadrants (A), grooming
frequency (B), and lifting frequency (C) were recorded and quantified. The experiment was repeated three times (n = 10 animals/group), and the values are given as
the mean + SD. *p < 0.01 vs control; **p < 0.05 vs control; #p < 0.01 vs PbA; ##p < 0.05 vs PbA.

impairment by decreasing neurodegeneration through the Interestingly, a study also demonstrated that the deficiency
activation of RAGE/NF-k and JNK signaling pathways (Ali  of endogenous melatonin exacerbates the neuronal damage in
etal., 2015). traumatic brain injury patients, providing notable evidence of
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the exogenous administration efficacy. In agreement with our
study, exogenous administration of melatonin by intraperitoneal
injection decreases brain edema and infarct volume and
ameliorates neurological deficits in mice brain injury in a
single or repeated dose of 10 mg/kg (Reiter et al, 2003).
Due to its functional diversity, exogenous melatonin has been
investigated as a compatible candidate for the treatment of
distinct disorders such as neuroinflammatory conditions and
neurodegenerative diseases, but no studies have described the
neuroprotective action of melatonin on the brain dysfunction
induced by severe malaria (Samantaray et al., 2003; Singhal et al.,
2012; Rosales-Corral et al., 2017; Su et al., 2017; Shukla et al.,
2019).

In summary, our results in an experimental model of CM
suggest that melatonin treatment may improve survival and BBB
integrity and prevent neuromotor impairment in mice infected
with PbA, without altering parasitemia levels. Moreover, the
exact mechanism by which melatonin exerts its neuroprotective
effect should be further investigated.

CONCLUSIONS

In conclusion, the present study demonstrates for the first time
the neuroprotective role of melatonin against BBB breakdown
and behavior impairment evoked by CM. In this way, the current
data represent an important further pre-clinical evidence that
melatonin could be an efficient adjuvant for CM treatment.
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