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RESUMO  
 

 

Estudo do papel da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) na malária 

cerebral experimental 

Silva, Tathiany Igreja da 

A malária é uma das doenças infecciosas de maior importância mundial 

e ocasiona cerca de 500 mil mortes ao ano. A doença ocorre devido a transmissão 

de protozoários do gênero Plasmodium. A malária cerebral é a principal “causa 

mortis” observada e ocorre, principalmente, nas infecções por Plasmodium 

falciparum. O principal grupo atingido são crianças com faixa etária abaixo dos 

cinco anos de idade. A malária cerebral se caracteriza pelo sequestro de hemácias 

parasitadas nos microvasos cerebrais e pelo desenvolvimento de uma resposta 

inflamatória exacerbada. Os sintomas fisiopatológicos observados são: liberação 

de citocinas pró-inflamatórias, ativação de células endoteliais e leucócitos, além 

do aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS), que 

podem levar à quebra da barreira hematoencefálica e à ativação de células do 

sistema nervoso central, como microglia e astrócitos. Esses eventos podem 

ocasionar danos ao tecido cerebral e gerar déficit cognitivo. O óxido nítrico (NO) é 

uma molécula controversa na malária cerebral. Durante a patogênese da doença, 

ocorre o aumento da disponibilidade de NO devido a maior expressão da enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS). Quando em excesso, o NO pode reagir com 

ROS e formar espécies reativas de nitrogênio (RNS) extremamente deletérias, 

como o peroxinitrito (ONOO-). O objetivo deste trabalho é analisar o papel da 

iNOS na patogênese da malária cerebral e as sequelas cognitivas observadas. 

Para isso, utilizamos o modelo de infecção com Plasmodium berghei ANKA em 

camundongos C57BL/6 wild-type e knockouts para a enzima iNOS. Além do uso 

de iNOS-/-, utilizamos a aminoguanidina, uma droga que inibe especificamente a 

enzima iNOS. Os animais foram submetidos à análise de sinais da malária grave 

no 6º dia após a infecção. No mesmo dia, amostras de sangue e cérebro, foram 

coletadas para proceder as análises bioquímicas e moleculares. Realizamos 

análises de cognição através de testes comportamentais de memória espacial e 

aversiva nos dias 15 e 16 após a infecção. Esses testes foram realizados após 7 

dias de tratamento com antimalárico (cloroquina – 25 mg/kg v.o.). Averiguamos 

que a ausência de iNOS ofereceu proteção quanto a liberação de citocinas pró-

inflamatórias e de espécies reativas (ROS/RNS), além de reduzir a atividade de 

mieloperoxidase (MPO). Ainda, o bloqueio da enzima foi eficaz em reduzir a 

expressão de ICAM-1 e a produção de TNF-α cerebral, bem como em reduzir a 

ativação de células gliais e a morte neuronal apoptótica em virtude da diminuição 

da clivagem de caspase-3 detectada. Ambas as estratégias foram eficientes em 

prevenir o desenvolvimento de sequelas cognitivas. Este estudo busca a melhor 

compreensão dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da malária cerebral e 

o encontro de novos alvos terapêuticos que atuem na prevenção da disfunção 

cognitiva associada.



 

ABSTRACT 
 

Study of the role of the inducible nitric oxide synthases (iNOS) in the 

experimental cerebral malaria 
 

Silva, Tathiany Igreja 
  

Malaria is one of the most important global infectious diseases and 

causes about 500,000 deaths each year. The disease occurs due to the 

transmission of the protozoa of the genus Plasmodium. Cerebral malaria is the 

main cause of death observed and occurs mainly in infections with Plasmodium 

falciparum. Children under five years are the main affected group. Cerebral 

malaria is characterized by sequestration of parasitized erythrocytes in the small 

cerebral vessels and by the development of an exacerbated inflammatory 

response. Pathophysiological symptoms observed are release of pro-

inflammatory cytokines, endothelial cells and leukocytes activation, in addition to 

the increase of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species, which can 

lead to disruption of the blood-brain barrier and the activation of cells, such as 

microglia and astrocytes in the central nervous system. These events can cause 

damage to brain tissue and cause cognitive deficit. Nitric oxide (NO) is a 

controversial molecule in cerebral malaria. During the pathogenesis of the 

disease, the NO availability increases due to the upregulation of inducible nitric 

oxide synthase enzyme (iNOS). When in excess, can react with ROS forming 

reactive nitrogen species (RNS), as the peroxynitrite (ONOO· -), extremely 

harmful. The aim of this study is analyze the role of iNOS in the pathogenesis of 

cerebral malaria. We used the model of infection with Plasmodium berghei 

ANKA in C57BL/6 wild- type and iNOS knockouts mices. In addition to the use 

iNOS-/-, aminoguanidine, an inhibitor of iNOS, was also used. The animals were 

submitted to analysis of signs of severe malaria on the sixth day after the 

infection. On the same day, blood and brain samples were collected to perform 

biochemical and molecular analysis. We performed cognitive analysis through 

behavioral tests of spatial and aversion memory on the 15º and 16º days after 

infection. These tests were performed after 7 days of antimalarial treatment 

(chloroquine-25 mg/kg v.o.) We found that the absence of iNOS provided 

protection against the release of proinflammatory cytokines and reactive species 

(ROS / RNS), in addition to reducing myeloperoxidase activity (MPO). Still, 

enzyme blockade was effective in reducing the expression of ICAM-1 and the 

production of brain TNF-α, as well as in reducing glial cell activation and apoptotic 

neuronal death due to the decrease in the detected caspase-3 cleavage. 

Both strategies have been effective in preventing the development of cognitive 

sequelae. This study seeks better understanding of the mechanisms involved in 

the pathophysiology of cerebral malaria and the identification of new therapeutic 

targets that act to prevent the associated cognitive damage.
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 MALÁRIA 

 

1.1.1 Definição e Origem 

 

A malária é uma doença grave que ocorre pela infecção por protozoários 

do gênero Plasmodium transmitidos ao hospedeiro através da picada da fêmea de 

mosquitos do gênero Anopheles. Segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), a malária é, ainda nos dias de hoje, um grave problema de saúde pública e 

gera cerca de 500 mil mortes a cada ano (OMS, 2016). 

Os relatos sobre a origem da doença são confusos, porém acredita-se 

que tenha surgido no continente africano, e se difundindo, posteriormente, para as 

regiões da Europa, Ásia e América (Cunha and Cunha, 2010). Apesar disso, 

registros chineses de 2700 anos a.C., papiros egípcios de 1500 anos a.C. e textos 

hindus de mais 600 anos a.C. aparentemente já ofereciam alguns indícios da 

existência da doença.  Os primeiros gregos observaram sintomas de febre e o 

aumento do baço encontrados em pessoas que viviam em regiões pantanosas (Cox 

et al., 2010). 

O termo malária surgiu no século XVIII, oriundo do italiano mal'aire (ar 

insalubre), a partir da difusão da idéia que a doença ocorria pelo ar emanado dos 

pântanos. Em 1880, o cirurgião do exército francês, Charles Louis Alfonse Laveran, 

foi o primeiro a descobrir o parasita causador da doença (Cox et al., 2010, Cox et 

al., 2016). Ele observou, no sangue de um paciente com febre de 15 dias, que 

elementos filiformes se moviam com grande vivacidade nas bordas de corpos 

esféricos pigmentados deslocando os glóbulos vermelhos vizinhos (CDC, Malaria, 

History, 2015). Nessa época, quase nada se sabia sobre o modo de transmissão 

da doença até que, em 1897, o médico britânico Ronald Ross descobriu que a 

doença era transmitida através da picada de mosquitos, a partir de observações da 

ocorrência de malária em pássaros após a picada de mosquitos culicideos (Cox et 

al., 2016). Com esses dados, Ross acreditava que a transmissão em humanos 

ocorria do mesmo modo. Porém, foi em meados de 1898 que isso foi demostrado 

pelos malariologista italianos Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli e Giovanni 

Battista Grassi. Eles concluíram os estudos referentes a forma de transmissão 
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humana, demonstrando de forma conclusiva que a ocorrência da malária humana 

é, de fato, decorrente da transmissão do parasita por mosquitos, sendo neste caso, 

mosquitos anofelinos (Cox et al., 2010; Majori et al., 2012; Cox et al., 2016). O ciclo 

de vida completo do parasita, no entanto, só foi desvendado em 1947, quando 

Henry Shortt e Cyril Garnham puderam demonstrar que o ciclo do parasita possuía 

duas fases: uma fase anterior ao estágio eritrocítico e que ocorria no fígado, a fase 

exoeritrocítica, e o estágio sanguíneo, a fase eritrocítica (Cox et al., 2016). 

Atualmente, a malária humana pode ocorrer a partir da infecção de seis 

diferentes espécies conhecidas: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium malariae, 2 subespécies de Plasmodium ovale (P. ovale curtsi e P. 

ovale wallikeri) (Calderaro et al., 2013) e Plasmodium knowlesi, descoberto mais 

recentemente na Malásia e regiões do Sudeste Asiático. (White, 2008; Pasini et al., 

2016). 

Os sintomas clínicos da malária observados em, aproximadamente, 10 

a 15 dias após a picada do vetor, são febre alta, calafrios, náuseas e/ou vômitos, 

dores de cabeça, musculares e abdominais (OMS, 2016). A malária pode se tornar 

complicada em alguns casos, mais comumente nas infecções por P. falciparum, em 

que pode haver o estabelecimento de anemia grave, disfunções do fígado e 

pulmões, alterações metabólicas, e malária cerebral associada a comprometimento 

neurológico (Rénia et al., 2012; Cowman et al., 2016). 

Alguns estudos relatam que a infecção por outras espécies de 

Plasmodium também podem levar à casos mais graves (Cowman et al., 2016). Já 

tem sido demonstrado que o fenômeno de citoaderência, melhor evidenciado nas 

infecções por P. falciparum, pode também ocorrer nas infecções por P. vivax e P. 

knowlesi, estando aparentemente envolvido em múltiplas complicações (Craig et 

al., 2012; Fatih et al., 2012; Singh et al., 2013). Recentemente, um trabalho relatou 

a ocorrência de malária cerebral em um indivíduo infectado por Plasmodium vivax 

(Gupta et al.,2016). No entanto, os eventos mais observados nos casos de 

gravidade associados a infecções por Plasmodium não-falciparum são anemia 

grave e complicações respiratórias (Anstey et al., 2009; Rahimi et al., 2014; 

Cowman et al., 2016). 
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1.1.2 Epidemiologia e Controle 

 

A malária é uma das doenças de maior morbidade e mortalidade no 

mundo, portanto, uma das principais doenças parasitárias existentes. A cada ano, 

mais de 200 milhões de novos casos são notificados. Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (2016), em 2015, foram 212 milhões de casos registrados e 429 

mil mortes.  

 Aproximadamente metade da população mundial está sob risco de 

contrair a doença, mas o número de casos da doença vem reduzindo ao longo dos 

anos (OMS, 2016). A Figura 1 mostra a distribuição mundial de malária, e destaca 

as mudanças ocorridas desde o ano de 2000 até dias atuais. No mapa, ainda 

podemos observar que a maior concentração dos casos ocorre na região localizada 

entre os trópicos. 

 Figura 1. Áreas com ocorrência de malária no mundo (Mudança nos últimos 16 anos). 

Distribuição dos casos de malária ao redor do mundo entre os anos de 2000 e 2016, destacando a 

mudança de endemicidade no decorrer desses 16 anos (OMS, 2016). 

 

A malária é uma doença típica de países pobres e clima tropical. As 

condições climáticas das áreas de risco são propícias ao desenvolvimento dos 

vetores, possuindo condições ideais de temperatura e umidade. Além disso, 

algumas espécies de Anopheles têm preferência por se alimentar de humanos, 

Países endêmicos para malária, 
2016 

Países não endêmicos para 
malária, 2000 

Países endêmicos em 2000, não mais endêmicos em 
2016 

Não aplicável 
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sendo chamadas espécies antropofílicas, o que favorece a transmissão da malária 

em humanos (Rossati et al., 2016). 

O continente africano é a principal área acometida, registrando a maioria 

de casos e mortes por malária. Os registros mostram que 90% dos óbitos ocorrem 

na   África devido a infecções causadas, principalmente, por P. falciparum. A África 

Subsaariana apresenta o maior número de vítimas, que corresponde, em sua 

maioria, a crianças abaixo dos 5 anos de idade, mulheres grávidas, idosos e adultos 

com algum tipo de imunocomprometimento (OMS, 2016). Apesar disso, regiões da 

Ásia, da América Latina, pequenas extensões do Oriente Médio e porções 

européias também são afetadas (OMS, 2016). 

Nas Américas, mais de 100 milhões de pessoas vivem em áreas de risco. 

Segundo o relatório mais recente da OMS, em 2015, 132 milhões estavam sob risco 

de contrair a doença e 21 milhões sob alto risco. Dentre os países acometidos neste 

continente, 5 deles (Belize, República Dominicana, Equador, El Salvador e México) 

estão em fase de pré-eliminação e 3 (Argentina, Costa Rica e Paraguai) em fase 

de eliminação da doença. O Plasmodium vivax é o principal agente nessa região, 

sendo responsável por mais de 70% dos casos observados (OMS, 2016).  

Aproximadamente, metade das mortes por malária nas Américas ocorre 

no Brasil. Em 2015, o país foi responsável por 24% da incidência dos casos de 

malária, somando infecções com P. vivax e P. falciparum (OMS,2016). O Brasil 

apresenta grande parte da transmissão (99%) ocorrida na Região Amazônica ou 

Amazônia Legal, composta pelos estados do Amazonas, Acre, Amapá, Maranhão, 

Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins. As espécies de plasmódio 

encontradas no Brasil são P. vivax, P. falciparum e P. malariae, mais raramente. O 

P. vivax é o de maior prevalência no país, registrando atualmente 88% dos casos. 

As infecções por P. falciparum estão em segundo lugar e correspondem aos 12% 

restantes (OMS, 2016).  

A classificação das áreas de transmissão, no Brasil, ocorre de acordo 

com o Índice Parasitário Anual (IPA), sendo de alto risco aqueles municípios com 

IPA≥50 casos/1000 habitantes, de médio risco os que possuem IPA entre 10 e 50 

casos/1000 habitantes, de baixo risco aqueles com menos de 10 casos/1000 

habitante e sem risco são as áreas com IPA menor de 1 caso/1000 habitantes. A 
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Figura 2, mostra o mapa mais recente de classificação de risco de transmissão de 

malária nos municípios do Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Áreas com ocorrência de Malária no Brasil. No Brasil os munícipios são classificados 

de acordo com o índice parasitário anual em alto risco ≥50 casos/1000 habitantes, de médio risco 

entre 10 e 50 casos/1000 habitantes, de baixo risco < 10 casos/1000 habitante e sem risco < 1 

caso/1000 habitantes. SIVEP, 2014 

 

O controle de epidemias de malária tem sido uma busca constante da 

Organização Mundial de Saúde. Como resultado da realização de campanhas de 

erradicação observa-se que, desde 2000, já houve queda de cerca de 60% na 

mortalidade global (OMS, 2016). As estratégias de controle se baseiam em 3 

fatores: diagnóstico, tratamento imediato e controle do vetor.  Atualmente, também 

têm sido discutidas estratégias de imunização. Uma vacina em potencial, a RST, S/ 

AS01, encontra-se em fase 3 nos estudos clínicos e tem demonstrado alguma 

eficácia na redução dos casos de malária grave, especialmente em indivíduos 

jovens (White et al., 2015). Ainda, como estratégia mais recente, se tem discutido 

a utilização de parasitas atenuados geneticamente (Kublin et al., 2017). 

O diagnóstico precoce e a precisão do mesmo é muito importante e evita 

a evolução para quadros mais graves. A Organização Mundial da Saúde 

recomenda a confirmação parasitológica por microscopia ou por testes de 
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diagnóstico rápido (rapid diagnostic test - RTD), que utilizam anticorpos 

monoclonais para detecção de proteínas do parasito nos pacientes com suspeita 

da doença.  Os principais anticorpos utilizados em RTD são HPR2 (histidine-rich 

protein 2), LDH e aldolase, sendo a primeira expressa somente em Plasmodium 

falciparum (Murphy et al., 2013) No Brasil, o diagnóstico mais utilizado é o teste de 

gota espessa (OMS, 2016). 

Após o diagnóstico, inicia-se o tratamento e, quanto mais cedo isso 

ocorre, maiores as chances de sobrevivência, além de se evitar possíveis 

complicações. Nas últimas décadas, devido à grande resistência do parasito às 

outras drogas, a associação de artemisinina com outros antimaláricos (ACT) tem 

sido o tratamento mais utilizados nas infecções por Plasmodium falciparum, 

combatendo o parasita nos estágios sanguíneos (esquizontes e gametócitos) do 

ciclo evolutivo (Miller et al., 2013; OMS, 2016). Nas Américas, a cloroquina continua 

sendo utilizada nas infecções de Plasmodium vivax, embora já tenham sido 

relatados casos de resistência no Brasil. Além disso, o uso de primaquina, é 

necessário nas infecções por P. vivax ou P. ovale devido à presença de formas 

hipnozoítas (Pukrittayakamee et al., 2014). 

O controle do vetor é essencial na luta contra a transmissão da doença. 

Os dois métodos principais utilizados atualmente são: o uso de mosquiteiros 

impregnados com inseticidas, particularmente, os de longa duração (LLIN - long-

lasting insecticide-treated nets) e a aplicação de inseticidas nas paredes internas 

das residências (IRS – indoor residual spraying) (Okumu and Moore, 2011; OMS, 

2016). Atualmente, 4 classes de inseticidas têm sido utilizadas na pulverização 

residual: os organoclorados, os organosfosforados, carbamatos e os piretróides 

(Turner et al.,2016). Os organoclorados como o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) 

têm como mecanismo de ação o bloqueio de canais de sódio dependente de 

voltagem no SNC do mosquito. Esse mesmo mecanismo é também observado na 

classe dos piretróides.  Organofosforados e carbamatos, no entanto, atuam inibindo 

a enzima acetilcolinesterase (Hemingway, 2014; Turner et al., 2016). Esses 

inseticidas induzem hiperexcitabilidade neuronal, causando o colapso do sistema 

nervoso central e a morte do mosquito (Costa, 2015). 

O DDT foi um inseticida muito importante na eliminação da malária em 

diversos lugares do mundo inclusive em alguns estados brasileiros em meados do 
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século XX, especialmente, durante o Programa de Erradicação da Malária em 1960 

(Rahman, 2012; Griffing et al., 2015). No entanto, a descoberta de que o mesmo 

pode acarretar sérios problemas de saúde fez com que o inseticida fosse banido 

em diversos países, restringindo sua utilização apenas a regiões de maior 

endemicidade (Guimarães et al., 2007; OMS, 2016). No Brasil, o uso de DDT está 

proibido desde 1997 (Guimarães et al., 2007). Com o mesmo mecanismo de ação 

observado na classe dos organoclorados e sendo mais seguros, os piretróides têm 

sido a principal classe de inseticida usada como estratégia no controle dos vetores 

(Hemingway, 2014; OMS, 2016). Além disso, os piretróides são os únicos utilizados 

na impregnação dos mosquiteiros (Turner et al.,2016).  

 

1.1.3 Ciclo do Parasita 

 

O gênero Plasmodium é pertencente ao filo Apicomplexa, que se 

caracteriza pela presença do complexo apical, estrutura importante relacionada à 

invasão celular (Cowman et al., 2016). 

O ciclo de vida das espécies parasitas que causam a malária humana se 

caracteriza por duas fases: uma sexuada, chamada esporogonia, e outra 

assexuada, a esquizogonia (Figura 3). Essas fases se passam em hospedeiros 

distintos, de modo que a esporogonia ocorre em hospedeiros invertebrados e a 

esquizogonia em vertebrados (Antinori et al., 2012). 

O ciclo se inicia quando, a partir da picada, o mosquito injeta formas 

esporozoítas no tecido subcutâneo, ou na corrente sanguínea com menor 

frequência, do hospedeiro vertebrado (Miller et al., 2002). Os esporozoítos 

presentes na derme são liberados lentamente nos capilares sanguíneos até chegar 

ao fígado, um processo que pode levar de 1 a 3 horas (Cowman et al., 2016). Essa 

migração também pode ocorrer pelos vasos linfáticos. No fígado, os esporozoítas 

invadem as células hepáticas hospedeiras e iniciam a fase pré-eritrocítica ou ciclo 

hepático (Antinori et al., 2012). 
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Figura 3: Ciclo de vida do parasita da malária. Adaptado do site do Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (https://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html) 

 

O acesso do parasita ao hepatócito ocorre, primeiramente, pela travessia 

de uma barreira composta por células endoteliais fenestradas e células de Kuppfer 

(Tavares et al., 2013). Esse processo tem o auxílio de algumas proteínas como 

SPECT (sporozoite microneme protein essencial for transversal), SPECT2 e outras 

proteínas de passagem. SPECT2 é muito importante pois possui um domínio do 

tipo complexo perforina de ataque a membrana, permitindo a perfuração da 

membrana e facilitando a travessia através das células até a chegada aos 

hepatócitos (Cowman et al., 2016). A entrada do parasita no hepatócito ocorre a 

partir da interação entre moléculas do parasita e do hospedeiro, estando envolvidos 

o domínio de trombospondina (TSP) da proteína circunsporozoíta (CS) e as 

proteínas adesivas relacionadas a trombospondina (TRAP) do esporozoíto, que se 

ligam aos proteoglicanos de heparan sulfato expressos na superfície dos 

hepatócitos e nas células de Kuppfer (Miller et al., 2002). Dentro das células 

https://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html
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hepáticas, os esporozoítas replicam-se e transformam-se em esquizontes contendo 

milhares de merozoítas que são liberados com a ruptura do hepatócito (Antinori et 

al., 2012). O receptor hepático EphA2 é requerido para que o parasita se estabeleça 

dentro do hepatócito através da ligação com proteínas parasitárias p52 e p56 

(Cowman et al., 2016). Ainda nesta fase, formas latentes conhecidas como 

hipnozoítas, podem permanecer no fígado nas infecções por P. vivax e P. ovale e 

são, eventualmente responsáveis por fenômenos de recaída (Antinori et al., 2012). 

O parasita na sua forma merozoíta apresenta a capacidade de invadir os 

eritrócitos. Após a lise das células hepáticas, os merozoítos liberados passam a 

invadir as células vermelhas do sangue iniciando o ciclo eritrocítico da doença, em 

que há o aparecimento dos sinais clínicos (Cowman et al., 2016).  

A entrada nas hemácias pelos merozoítos passa por uma fase de pré-

invasão, que se inicia com a interação entre proteína 1 da superfície do merozoíta 

(MSP-1 - merozoite surface protein-1) e proteínas do hospedeiro, classicamente, 

glicofosfatidilinositol (GPI). Com isso, é estabelecida uma plataforma que permite 

que os parasitas se orientem corretamente dando início à invasão dos eritrócitos. A 

fase de invasão tem início quando receptores encontrados nas organelas do 

complexo apical do parasita interagem com determinadas proteínas dos 

hospedeiros, tais como as proteínas do sistema sanguíneo Duffy, glicoforina A, B e 

C, banda 3, CD36, glicoproteína IV de plaqueta (GP-IV), ICAM-1 (molécula de 

adesão intercelular-1), sulfato de condroitina A (CSA), dentre outros (Miller et al., 

2002; Quintero et al.,2011; Miller et al., 2013). Em um dos eventos mais importantes 

associados a essa fase, proteínas do parasita, o complexo RON (Rhoptry Neck 

proteins), são exportadas para a membrana celular do hospedeiro e auxiliam na 

junção com outras proteínas formando um complexo que auxilia a entrada do 

parasita na hemácia (Miller et al.,2013). A proteína RON 2 do complexo, exposta 

ao lado externo da membrana eritrocítica, se liga fortemente a AMA-1 (apical 

membrane antigen-1), o que vai levar a formação do vacúolo parasitóforo e a 

propulsão dos merozoítos para dentro dos eritrócitos (Cowman et al., 2016). 

Dentro dos eritrócitos, os trofozoítos amadurecem ao longo de 24-72 

horas dependendo da espécie infectante e se replicam produzindo esquizontes que 

podem conter de 6 a 36 merozoítos. As hemácias infectadas se rompem por 

processos mediados por proteínas quinase dependentes de Ca+2 e um complexo 
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de ataque a membrana/domínio perforina, e os merozoítos liberados são capazes 

de infectar novas hemácias (Antinori et al., 2012; Miller et al., 2013). 

Os acessos febris, típicos da malária, são caracterizados de acordo com 

periodicidade do ciclo eritrocítico de cada espécie. Plasmodium vivax e Plamodium 

ovale provocam acessos a cada 48 horas, é a febre terçã benigna; enquanto que o 

Plamodium falciparum com acessos durante o mesmo intervalo de tempo 

ocasionam a febre terçã maligna. Plasmodium malariae provoca a febre quartã com 

acessos febris a cada 72 horas; e, o mais recentemente descoberto, Plasmodium 

knowlesi, gera febre a cada 24 horas (Antinori et al., 2012). 

Em menor proporção, alguns trofozoítas podem amadurecer e originar 

gametócitos, essenciais para a transmissão da infecção a outros hospedeiros 

através de mosquitos anofelinos do sexo feminino. A geração de gametócitos é 

diferenciada entre P. vivax e P. falciparum, sendo mais tardia nesses últimos 

(Antinori et al., 2012; McQueen et al.,2013). Gametócitos maduros femininos 

(macrogametócitos) e masculinos (microgametócitos) podem ser ingeridos pelo 

mosquito transmissor e iniciar o ciclo esporogônico, que culmina na formação das 

formas esporozoítas (Cowman et al. ,2016). Esses esporozoítas se direcionam a 

glândula salivar do hospedeiro vertebrado, onde permanecem até que haja um novo 

repasto sanguíneo seguido do reinício do processo infeccioso. (Miller et al., 2002; 

McQueen et al., 2013). 

 

1.2. MALÁRIA CEREBRAL 

 

1.2.1 Fisiopatologia 

 

A malária cerebral é a forma mais grave observada nas infecções por 

Plasmodium falciparum e é descrita como uma encefalopatia difusa caracterizada 

clinicamente por coma, frequentemente associado a convulsões clínicas e 

subclínicas, podendo ainda levar a ataxia, hemi ou paraplegia e, por vezes, levar 

ao óbito (Coban et al., 2009; Dorovanis-Zis et al., 2011). O principal grupo de risco 

é constituído por crianças abaixo dos 5 anos de idade que vivem em áreas 

endêmicas, como a África Sub-saariana (Shikani et al., 2012), no entanto indivíduos 

adultos não imunes ou semi-imunes podem desenvolver a doença (Craig et al., 
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2012). Cerca de 15 a 20% dos indivíduos acometidos por essa patologia morrem, 

porém, aqueles pacientes que sobrevivem podem vir a desenvolver injúrias 

cerebrais que se manifestam como danos neurocognitivos a longo prazo (Ponsford 

et al., 2012; Idro et al., 2016). 

 A fisiopatologia da malária cerebral pode ser explicada com base em 

duas hipóteses: a adesão de eritrócitos parasitados nos microvasos do cérebro 

(citoaderência) seguido de obstrução e hipóxia local, e a ativação de uma resposta 

inflamatória exacerbada mediada por citocinas e células efetoras associadas à 

presença do parasita (Storm and Craig, 2014; Wah et al., 2016).  

A ação parasitária sobre os eritrócitos durante o ciclo eritrocítico culmina 

na destruíção de milhares de células vermelhas sanguíneas (RBCs - red blood 

cells) e essa ação nociva do parasita sobre o organismo do hospedeiro leva à 

ativação de uma resposta imuno-inflamatória de combate à infecção (Gun et al., 

2014). Em uma tentativa de escape do sistema de defesa do hospedeiro, os 

parasitas promovem o sequestro de hemácias parasitadas em sítios distantes, 

evitando sua destruição na passagem por órgãos como o fígado e o baço, o que 

vai levar a uma série de eventos patológicos posteriores (Craig et al., 2012; Hansen, 

2012).     

Nos eritrócitos infectados por P. falciparum ocorrem modificações na 

superfície, tornando-os mais rígidos e inflexíveis, o que dificulta a circulação e 

favorece a adesividade dos mesmos (Craig et al., 2012). Formas maduras do 

parasita no estágio sanguíneo expressam proteínas parasitárias na superfície de 

hemácias infectadas, tais como a proteína 1 de membrana eritrocítica do P. 

falciparum (PfEMP1) que é codificada por uma grande e diversificada família de 

genes var envolvida na variação antigênica clonal (Wassmer et al., 2016). Esta 

proteína possui multidomínios capazes de se ligar a receptores específicos, 

anteriormente citados, presentes nas células endoteliais do hospedeiro e é 

largamente associada à citoaderência e seus desdobramentos (Craig et al., 2012; 

Adukpo et al., 2013; Wassmer et al., 2016). Dentre os ligantes de PfEMP-1, CD36 

e ICAM-1 são os principais envolvidos no processo de citoadesão verificado nos 

vasos cerebrais (Gazzineli et al., 2014). 

Além de se ligar ao endotélio, as hemácias parasitadas podem promover 

ligações entre si, a chamada autoaglutinação, ou com hemácias não parasitadas 
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formando as rosetas (Craig et al., 2012). Leucócitos e plaquetas também estão 

envolvidos com o sequestro celular e agravam ainda mais o quadro de obstrução 

dos capilares cerebrais e o processo subsequente (Wah et al, 2016).       

 A presença do parasita é percebida pelo sistema imunológico quando, 

durante o ciclo eritrocítico, os merozoítos recém-formados são liberados dos 

eritrócitos na corrente sanguínea até invadirem um novo eritrócito (Cowman et al., 

2016; Gun et al., 2014). Nesse processo, outros produtos da infecção também 

podem ser liberados e atuar como antígenos a serem reconhecidos. (Gun et al., 

2014). O reconhecimento imune inato do plasmódio e o subsequente lançamento 

de citocinas são importantes no controle da infecção, mas também podem gerar 

malefícios durante uma resposta desregulada (Apinjoh et al., 2013). 

Durante a resposta imune inata, o patógeno é reconhecido do através de 

seu epítopo imunogênico (Padrão Molecular Associado ao Patógeno-PAMPs) pelos 

receptores de reconhecimento padrão (RRP) presentes na célula hospedeira. A 

família de receptores Toll-like reconhece domínios do plasmódio na superfície 

celular e induz a resposta imune. Receptores RIG-I-like (RLR) e NOD-like (NRL) 

participam do reconhecimento citosólico (Gazzinelli et al., 2014). Estudos indicam 

que o principal PAMP dos parasitos do gênero Plasmodium é o 

Glicosilfosfatidilinositol (GPI). Essa molécula é capaz de se ligar a receptores TLR 

2 e a TLR 4 e induzir a liberação de citocinas pró-inflamatórias por células do 

sistema imune ativadas, notadamente macrófagos e células dendríticas (Coban et 

al., 2009; Apinjoh et al., 2013). Glicosilfosfatildilinositol é reconhecido, 

preferencialmente, por heterodímeros TLR 2/TLR 1 ou TLR 2/TLR 6, em uma 

interação que induz a ativação de uma série de MAP quinases, tais como ERK 1/2, 

p38 MAPK e JNK 1/2, e culmina na produção de citocinas pró-inflamatórias (Gun et 

al., 2014). Outro possível PAMP associado à infecção é a hemozoína, um produto 

da metabolização do grupamento heme pelo parasita, envolvido na ativação de 

receptores TLR 9 e receptores citosólicos do tipo NOD em especial o receptor 

NLPR3, o que culmina com o recrutamento de ASC e caspase-1, o que leva a 

clivagem de pró-IL1 a proteína ativa (Franklin et al., 2011; Gazzineli et al.,2014).  

A hemoglobina é uma proteína instável e sua retirada do organismo 

ocorre através da formação de um complexo estável com a proteína haptoglobina 

(hp). Esta proteína tem a sua capacidade suprimida durante a infecção, o que leva 
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a conversão de hemoglobina para metahemoglobina e, consequente, liberação do 

grupamento heme, uma molécula altamente reativa e que participa dos processos 

patofisiológicos relacionados a progressão da doença (Vinchi and Tolosano, 2013). 

O próprio heme por si quando liberado na circulação sanguínea em virtude da 

grande quantidade de hemoglobina lançada durante a massiva lise eritrocítica, 

pode ativar a resposta inflamatória ao se ligar a receptores TLR4 (Gun et al, 2014). 

Estudos revelam que o desbalanço de citocinas pró e anti-inflamatórias 

está associado à imunopatogênese da malária cerebral experimental. Macrófagos, 

neutrófilos e células dendríticas fagocitam hemácias parasitadas, o que induz a 

produção de citocinas (Gazzineli et al.,2014). Aumento nos níveis de fator de 

necrose tumoral alpha (TNF-α), interferon gama (INF-γ), linfotoxinas (LT) e 

interleucinas, como IL-1β, IL-6, IL-12 podem ser observados, contrastando com 

baixos níveis de IL-10 e outras citocinas anti-inflamatórias (Hansen, 2012; Hunt et 

al.,2014; Souza et al., 2015). Além disso, quimiocinas inflamatórias como MIP-1a, 

MIP-1b, CXCL10 e IP-10, parecem estar envolvidas no tráfego de leucócitos 

(Hansen et al., 2012; Apinjoh et al., 2013). 

Dentre as citocinas, o papel do TNF-α e INF-γ tem sido largamente 

discutido. A citocina TNF-α tem importância no controle do desenvolvimento do 

parasita e é capaz de ativar a produção de fator inibitório da migração do macrófago 

(MIF), sendo produzida durante a ativação macrofágica e induzindo, nessas células, 

a produção de óxido nítrico (NO) via iNOS e também de citocinas inflamatórias. 

(Clark et al,2006; Sahu et al.,2013; Gazzineli et al.,2014). A citocina INF-γ, por sua 

vez, também participa da ativação dos macrófagos, podendo induzir a produção de 

citocinas pirógenas endógenas como o próprio TNF-α, a IL-1β e a IL-6, além de 

outras citocinas associadas a severidade da infecção (Hansen, 2012; Hunt et 

al.,2014). O INF-γ é uma citocina produzida por células dendríticas e células NK 

ativadas por IL-12, essa citocina ativa células T e suas funções efetoras. Células 

TCD4+ são polarizadas para o perfil T helper 1 (Th1), passando a produzir mais 

INF-γ e reforçando a resposta imune inata. (Hansen, 2012; Gazzineli et al., 2014). 

Além disso, INF-γ também está associada a produção de NO e radicais tóxicos 

(Taylor-Robinson, 2010; Bogdan, 2015) 

Além do que já foi citado, a produção de TNF-α pode contribuir com a 

severidade da doença por induzir o aumento da expressão endotelial de moléculas 
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de adesão, ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, o que aumenta a citoaderência na 

microvascultura cerebral (Craig et al., 2012; Souza et al., 2015). Já foi observado 

que INF-γ também atua no estímulo a expressão de moléculas de adesão, inclusive 

CD36 (Hunt et al., 2014). 

A citoaderência leva à obstrução dos microvasos cerebrais e redução do 

fluxo sanguíneo local que podem levar a condições de hipóxia, escassez de 

nutrientes e danos celulares com possíveis eventos hemorrágicos (Hansen et al., 

2012; Ponsford et al., 2012; Rénia et al., 2012). A redução crítica no suprimento de 

substâncias necessárias ao metabolismo cerebral caracteriza os eventos 

hipoglicêmicos observados no curso da patologia (Mishra and Newton, 2010).  

O sequestro de células na vasculatura cerebral e a resposta inflamatória 

podem, ainda, interferir na integridade da barreira hematoencefálica, uma barreira 

protetora composta por células endoteliais, pericito, células gliais e membrana 

basal. (Hora et al., 2016). Essa barreira seleciona a passagem de metabólitos para 

o tecido cerebral, o que é importante para a manutenção da homeostasia local e 

previne a entrada de patógenos no Sistema Nervoso Central (SNC) (Rénia et al., 

2012). Mishra e Newton (2010), observaram ruptura das proteínas juncionais nas 

células endoteliais vasculares da barreira hematoencefálica, constatado por 

análises pós-mortem em pacientes maláricos. Alguns autores sugerem que a 

oclusão dos vasos durante o sequestro celular cria um local de hipertensão que 

força as junções existentes entre as células do endotélio e que protegem a barreira 

entre o sangue e o cérebro, desse modo ocorre uma ruptura que passa a permitir 

a passagem de substâncias nocivas para o sistema nervoso central (Rénia et al., 

2012).  

Como descrito anteriormente, o fenômeno de citoaderência conta não só 

com a participação de hemácias parasitadas, mas também com a de plaquetas 

ativadas e leucócitos compostos por monócitos, neutrófilos e células B e células T 

efetoras ativadas (TCD4+ e TCD8+) (Souza et al., 2015). Os produtos secretados 

por células da primeira linha de defesa, neutrófilos e macrófagos, podem agir não 

somente no parasita, mas também auxiliar na injúria das células endoteliais. 

(Percário et al., 2012; Wah et al.,2016). A ativação plaquetária induz a liberação de 

mediadores inflamatórios, como tromboxanos, quimicionas e citocinas, 

notadamente PF4, RANTES e IL-1β, o que favorece a vasculopatia e a resposta 
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inflamatória (Aggrey et al., 2013). O processo imuno-inflamatório estabelecido 

contribui tanto no aumento da permeabilidade local quanto no recrutamento de 

células efetoras, principalmente, as células TCD8+ (Rénia et al., 2012; Souza et al., 

2015). Essas células expressam na sua superfície LFA-1 e VLA-1, proteínas 

ligantes para ICAM-1 e VCAM respectivamente, e parecem ser cruciais para os 

eventos associados a patologia e complicações observadas, pois são responsáveis 

por liberar substâncias, como a perforina, que induzem à morte celular, contribuindo 

com o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefálica e hemorragia 

vascular (Howland et al.,2015; Swanson et al., 2016).  

O comprometimento da integridade da barreira hematoencefálica 

promove o extravasamento de sangue e seus componentes para o parênquima 

cerebral, o que leva a formação de edema. Além disso, essa ruptura permite que 

as células nervosas sejam expostas a mediadores inflamatórios, o que pode 

contribuir no estabelecimento das neuropatologias associadas a doença.  (Zanini et 

al., 2011; Craig et al., 2012; Combes et al., 2012). 

Em situações de desafio ou sob injúrias cerebrais, as células gliais do 

sistema nervoso central, microglias e astrócitos, podem ser ativadas e essa 

ativação exacerba a resposta inflamatória local (Sochocka et al.,2016). 

Fisiologicamente, as microglias, células conhecidas como macrófagos residentes 

do SNC, são responsáveis pela monitoramento e vigilância local, mas também 

podem participar de funções neuroprotetoras, auxiliando a plasticidade sináptica e 

estimulando a neurogênese, além de remover sinapses desnecessárias (Shastri et 

al, 2013). Os astrócitos são as células mais numerosas do SNC e estão envolvidos 

em diversas funções como o desenvolvimento e função neuronal, regulação do 

metabolismo energético e manutenção da barreira hematoencefálica (Sofroniew 

and Vinters, 2010; Shastri et al., 2013). No entanto, quando ocorre um processo 

neuroinflamatório exacerbado em decorrência de insultos nocivos, essas células 

sofrem mudanças de função e conformação, e sua ativação excessiva pode 

acarretar prejuízos ao sistema, levando a produção desregulada de citocinas 

inflamatórias e radicais livres. As células gliais são ativadas, principalmente, por 

citocinas IL-1β e TNF-α (Sochocka et al., 2016). A constante ativação dessas 

células pode induzir lesão tecidual e neurodegeneração associada a morte 
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neuronal, um evento que tem sido observado em diversas desordens neurológicas, 

incluindo a malária cerebral (Heneka et al., 2014; Shrivastava et al., 2017). 

Em resposta a infecções, os mecanismos de defesa naturais do 

hospedeiro são ativados com envolvimento de fagócitos. Estes aumentam a 

produção de ROS (espécies reativas de oxigênio) e RNS (espécies reativas de 

nitrogênio) que são parte essencial da resposta imune inata do hospedeiro (Oates 

et al., 2006; Delhaye et al., 2016). Em eventos neuropatológicos, como descrito 

anteriormente, as células gliais, uma vez ativadas, também participam desse 

processo (Mossakowski et al.,2015).  

O próprio grupamento heme, já comentado anteriormente, também 

participa da geração de radicais livres. Heme livre estimula migração de neutrófilos 

e produção de ROS/RNS, aumentando a resposta inflamatória e direcionando à 

apoptose celular (Percário et al., 2012; Vinchi and Tolosano, 2013). Ainda, a 

degradação de hemoglobina pelo parasita pode gerar radicais tóxicos (Delhaye et 

al., 2016).  

Em condições patológicas, o aumento de ROS/RNS pode ocasionar um 

desbalanço entre espécies oxidativas e a atividade de antioxidantes, uma condição 

conhecida como estresse oxidativo (Molina Cruz et al., 2007; Percário et al., 2012). 

Citocinas pró-inflamatórias liberadas estão envolvidas na geração de ROS/RNS 

(Zhang et al., 2011). Ânion superóxido (O2
•-) produzido, principalmente, por enzimas 

NADPH oxidases, e peróxido de hidrogênio (H2O2), ambos intermediários de O2, 

podem agir independentemente como agentes citotóxicos ou formar outras 

moléculas tóxicas incluindo radicais hidroxila (OH•), ácido hipocloroso (HOCl) e 

peroxinitrito (ONOO-) na presença de NO (Pino et al., 2003; Percário et al., 2012).O 

aumento dessas espécies reativas pode causar prejuízos à níveis lipídicos, de 

proteína ou mesmo de ácidos nucleicos, o que contribui com o agravamento do 

quadro já estabelecido e com progressão da doença, podendo levar a injúria 

tecidual e provocar neurodegeneração  (Percário et al.,2012; Cobb and Cole, 2015).  

 

1.2.1 Papel do óxido nítrico (NO) na malária cerebral 

 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula sinalizadora gasosa e lipofílica que 

atua em múltiplas funções no organismo (Khazan and Hdayati, 2015). Esta 
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molécula foi identificada, originalmente, como fator de relaxamento vascular, sendo 

importante para o processo de vasodilatação de células endoteliais (Sobolewski et 

al., 2005).  

O óxido nítrico é produzido por uma família de enzimas óxido nítrico 

sintase (NOS) a partir da conversão de L-arginina em L-citrulina na presença de O2 

e dos co-fatores enzimáticos requeridos, tais como NADPH (Fosfato de 

Dinucleotídeo de Nicotinamida e Adenina), FAD (Dinucleotídeo de Flavina) e BH4 

(4-hidrobiopterina) (Forstermann and Sissa, 2013). A óxido nítrico sintase (NOS) 

possui três isoformas: a endotelial (e-NOS ou NOS-3) e a neuronal (n-NOS ou NOS-

1), que são formas constitutivas e dependentes do íon Ca+2 para sua ativação, e a 

forma induzível iNOS/NOS-2, isoforma independente de Ca+2, cuja expressão e 

ativação é estimulada em condições adversas na presença de mediadores 

envolvidos no processo inflamatório (Habib and Ali, 2011; Forstermann and Sissa, 

2013; Khazan and Hdayati, 2015). As formas constitutivas eNOS e nNOS são 

encontradas, majoritariamente, nas células endoteliais e nos neurônios, 

respectivamente, enquanto, a iNOS pode ser observada na parede de células com 

função imunológica, como macrófagos e microglia (Yuste et al., 2015; Bogdan, 

2015). 

Fisiologicamente, o NO apresenta outras funções no organismo atuando 

não apenas como fator regulador de tônus vascular, mas também como 

neurotransmissor ou mediador do sistema imunológico (Forstermann and Sissa, 

2013; Dellamea et al., 2014). Nessas condições, a molécula é produzida em baixas 

quantidades mantendo concentrações a nível nano molar (eNOS e nNOS - 0,2 a 2 

nM; iNOS – 2 a 200nM), que, eventualmente, podem aumentar em situações 

patológicas, atingindo, inclusive, concentrações micro molares (Brown, 2010; 

Khazan and Hdayati, 2015). A molécula pode ser bioprocessada e seus níveis 

podem ser avaliados através de sua eliminação sob a forma de nitrato ou nitrito 

(Hawkes et al., 2011; Khazan and Hdayati, 2015). 

Sob condições patológicas, o papel do NO é muito discutido e parece 

ser controverso (Clark et al.,2003; Hawkes et al, 2011; Habib and Ali, 2011). 

Particularmente, em transtornos neurológicos de cunho neurodegenerativo, não 

se sabe se o NO auxilia na resolução ou na progressão da doença (Yuste et 

al,2015). Segundo Brunet (2001), o óxido nítrico pode fornecer benefícios ou 
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efeitos deletérios dependendo do tempo de exposição, montante de produção e 

do sítio biológico em que é lançado. 

Em infecções parasitárias, como a malária, o óxido nítrico já foi descrito 

como sendo uma molécula de suma importância (Sobolewski et al., 2005; Hawkes 

et al, 2011). Muito se discursa sobre seu papel protetor nos casos de maior 

gravidade. Anstey e colaboradores (1996) demonstraram a existência de uma 

relação inversa entre a produção de NO e o estabelecimento da malária cerebral 

humana, sugerindo que reduções nos níveis dessa molécula possam favorecer 

o estabelecimento da patologia. Em outro estudo, Yeo e colaboradores (2007) 

constataram baixa biodisponibilidade de NO relacionada a disfunção endotelial 

observada em pacientes acometidos pela malária grave. O mesmo estudo 

relacionou a baixa de NO a reduções de seu precursor L-arginina e a captura do 

mesmo por moléculas “scavenging” como a hemoglobina livre, liberada em função 

da hemólise típica da doença. Isso também tem sido observado em modelos 

experimentais de malária cerebral, de modo que reduções nos níveis de NO e baixas 

concentrações de L-arginina parecem contribuir com a progressão da doença 

(Gramaglia et al., 2006; Martins et al., 2012; Ong et al., 2013). 

A produção de NO por células endoteliais mantém a homeostase local 

regulando o fluxo sanguíneo e a função endotelial, e níveis reduzidos dessa 

molécula estão associados à vasoconstricção associada a quadros de hipóxia, 

bem como à um estado de disfunção endotelial observado na malária cerebral 

humana e murina (Yeo et al., 2007; Carvalho et al., 2014; Kayano et al., 2016). 

Alguns trabalhos mostram que, em modelos experimentais, doadores de NO e a 

reposição dos níveis de L-aginina são estratégias promissoras na prevenção da 

vasculopatia associada ao desenvolvimento da malária cerebral (Gramaglia et 

al.,2006; Cabrales et al., 2011; Bertinaria et al., 2015). Serghides e colaboradores 

(2011) mostraram que o óxido nítrico induz ao aumento na expressão de 

angiopoietina-1(Ang-1), que exerce efeitos anti-inflamatórios e modula atividade 

de Ang-2 no endotélio, reduzindo a ativação endotelial e a expressão de moléculas 

de adesão (ICAM-1 e VCAM-1), bem como reduzindo a permeabilidade vascular, 

o que interfere no estabelecimento da malária cerebral experimental. 

Ainda em condições patológicas, a forma induzível da enzima óxido 

nítrico sintase (iNOS) é transcrita em resposta a estímulos como citocinas pró- 
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inflamatórias e patógenos, o que favorece a produção de óxido nítrico em grandes 

quantidades (Wink et al., 2011; Forstermann and Sissa, 2013). Durante a malária 

cerebral, isso também tem sido observado. Citocinas como INF-γ, TNF-α e IL-1β 

ou produtos patogênicos como glicosilfosfatidilinositol (GPI) podem estimular a 

expressão de iNOS em hospedeiros infectados (Brunet, 2001; Oates et al., 2006; 

Bogdan et al., 2015).  

Alguns autores sugerem que NO pode ter efeitos citotóxicos, 

principalmente, quando produzidos por iNOS, uma vez que esta é altamente 

expressa por fagócitos do sistema imune em resposta a diversos insultos, inclusive 

infecciosos (Brunet, 2001; Bogdan et al., 2015). No entanto, alguns trabalhos já 

mostraram que a ausência de iNOS não interfere na replicação do parasita ou no 

estabelecimento da malária cerebral experimental, demonstrando que NO não é 

requerido para o estabelecimento da doença (Favre et al.,1998; Gramaglia et al., 

2006). Ainda assim, muito se discursa sobre a atuação de NO em disfunções 

neurodegenerativas, e ao que tem sido relatado sua produção em altos níveis 

pode trazer danos oxidativos interferindo em várias das suas funções fisiológicas 

(Figura 4), inclusive, na sinalização neuronal, em que participa da plasticidade 

sináptica e do processo de formação e consolidação de memória (Ljubisavljevic 

and Stojanovic, 2015). 

O óxido nítrico é uma molécula capaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica e interferir na neurotransmissão, um processo que pode 

contribuir, parcialmente, com os casos de perda de consciência ou coma reversível 

(Idro et al., 2010 A). Nesse contexto, a produção de NO por nNOS, somado às 

outras fontes, incluindo iNOS, é relevante, especialmente, nos processos 

relacionados a excitotoxicidade neuronal e neurodegeneração em diferentes 

regiões do cérebro (Maiti et al., 2008; Steinert et al., 2010). O NO é uma molécula 

capaz de atuar como mensageiro retrógrado nos neurônios e, em altas 

concentrações, é responsável por liberar grandes quantidades de 

neurotransmissores glutamato durante o processo excitotóxico caracterizado por 

ativação de receptores NMDA extrasinápticos e influxo excessivo de íon Ca+2, 

que leva a produção de espécies reativas e a ativa vias que culminam em morte 

neuronal (Lai et al., 2013; Fujikawa et al., 2015). 
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Figura 4: Implicações do Óxido Nítrico (NO) no Sistema Nervoso Central e efeitos associados 

a neurodegeneração. O aumento de NO observado em neuropatologias favorece a produção 

de espécies reativas nitrogenadas em virtude da associação dessa molécula com espécies reativas 

de oxigênio oriundas de células gliais ativadas, o que prejudica as funções fisiológicas e causa 

injúrias ao tecido. Extraído de Yuste et al., 2015 

 

Como já dito anteriormente, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

são produzidas no curso da malária cerebral (Percário, 2012). O ânion superóxido 

(O2
.), um intermediário de O2 já citado anteriormente, pode reagir com NO e formar 

peroxinitrito (ONOO-), um intermediário altamente reativo e que causa vários 

efeitos deletérios ao organismo (Habib and Ali, 2011; Radi, 2013). Al Yaman e 

colaboradores (1996) mostraram que o aumento de intermediários reativos de 

nitrogênio está associado ao desenvolvimento da malária cerebral em humanos. 

O peroxinitrito, assim como NO, é um radical difusível em membrana 

capaz de atuar sobre diversas biomoléculas e, com isso, interferir sobre vários 

sistemas fisiológicos do organismo (Pacher et al., 2007 A).  Alvos potenciais 

biológicos de peroxinitrito incluem membranas bem como receptores nucleares e 

citosólicos, o que acarreta distúrbios ligados à sinalização celular (Szabó et 

al., 2007; Radi, 2013). A reação de radicais derivados de peroxinitrito, em 

especial, radicais hidroxila (OH) e dióxido de nitrogênio (NO2), com lipídios leva à 
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peroxidação. A peroxidação lipídica pode auxiliar na oxidação e nitratação de 

proteínas tirosina em biomembranas e lipoproteínas (Radi, 2013). O peróxido de 

nitrito promove oxidação do ácido araquidônico e leva a formação de F2- 

isoprostanos a partir de lipoproteínas de baixa densidade. A nitratação de ácidos 

graxos pode conduzir à inbição da função de proteínas secundárias (Szabó 

et al., 2007). 

O peroxinitrito pode promover oxidação de co-fatores. De acordo com 

Dumitrescu e colaboradores (2007), esta molécula é capaz de aumentar a 

degradação oxidativa de BH4, co-fator da óxido nítrico sintase (NOS), e causar o 

desacoplamento da enzima contribuindo para a disfunção endotelial e aumento 

de espécies reativas de oxigênio. 

O peroxinitrito atua na mitocôndria se ligando irreversivelmente à 

componentes da cadeia transportadora de elétrons afetando sua atividade, o que 

acarreta acúmulo de espécies reativas de oxigênio e aumento do estresse 

mitoncondrial (Radi, 2013). Somado a isso, a nitratação do citocromo c aumenta 

a atividade peroxidase do mesmo, o que leva à geração de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e à exacerbação do dano oxidativo de proteínas mitocondriais (Hrabarova 

et al., 2011). Além disso, pode promover a indução de apoptose via citocromo 

c, com   lançamento   de   fatores   pró-apoptóticos   no   citosol   por   oxidação   

de componentes de transição de permeabilidade de poros mitocondriais (Szabó 

et al., 2007). Pino e colaboradores (2003) mostraram a relevância do peroxinitrito 

como uma das espécies reativas importantes para a indução de apoptose redox-

dependente em células endoteliais humanas em virtude da infecção com P. 

falciparum. 

O peroxinitrito pode ainda, promover danos ao DNA (Islam et al., 

2015). Essa molécula fortemente reativa age sobre nucleotídeos purinas e 

desoxirribose que são vulneráveis à oxidação e ocasiona ruptura na cadeia de 

filamentos. A nitratação ou oxidação de fragmentos de DNA gera 8-oxo e 8-

nitroguanina (Szabó et al., 2007; Hrabarova et al., 2011; Islam et al., 2015).  

Injúrias no DNA celular causadas por espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

(RONS), inclusive peroxinitrito, induz apoptose também por regulação positiva da 

expressão de p53, que pode atuar sobre a expressão de enzimas pró-apoptóticas 

e o lançamento de citocromo c (Brown, 2010).   Além disso, o acometimento do 
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material genético durante o estresse nitrosativo pode induzir à morte celular por 

necrose. Segundo Pacher e colaboradores (2007 B), danos severos no DNA 

exacerbam a ativação de PARP-1 e esgotam NAD+ e ATP na célula, dando início 

ao processo de morte por necrose. Além disso, recentes observações têm sido 

feitas sobre o papel de PARP-1 em induzir, também, a ativação de vias 

apoptóticas por liberação mitocondrial do fator de indução de apoptose (AIF- 

apoptosis-inducing factor) (Islam et al., 2015). 

 

 

1.3. MODELOS EXPERIMENTAIS 
 

 
 

A avaliação da patogênese da malária é um problema devido à 

escassez de dados patológicos e fisiológicos em humanos (Idro et al., 2010). 

Estudos desse tipo, principalmente das síndromes graves, são limitados, uma vez 

que dependem de exames em amostras pós-mortem que nem sempre são 

acessíveis (Shikani et al., 2012). Além disso, a análise dessas amostras não 

permite a avaliação da sequência de eventos que levam aos sintomas iniciais da 

malária cerebral ou a comparação dos casos fatais com aqueles que se 

resolvem em resposta ao tratamento (Souza et al.,2009). Desse modo, os 

modelos experimentais em animais são muito importantes para a investigação da 

patogênese da doença, pois recapitulam muitas das características do que ocorre 

em humanos (Desruisseaux et al., 2008) 

Até agora, modelos experimentais de malária têm sido desenvolvidos 

em macacos, ratos e camundongos e, apesar de certas limitações, representam 

fielmente certos aspectos da malária humana (Basir et al., 2012). 

O modelo murino é o mais amplamente utilizado nas pesquisas devido 

a questões éticas e de custo (Shikani et al., 2012). Conforme mostra a tabela 1, 

neste modelo, as seguintes espécies são utilizadas: Plasmodium yoelii, 

Plasmodium chabaudi, Plasmodium vinckei e Plasmodium berghei. Essas 

espécies são utilizadas por diferentes linhagens de camundongos de acordo com 

o que se desejar obter. (Matuschewski, 2013). 

O modelo mais largamente utilizado de malária é a infecção com 

Plasmodium berghei ANKA em camundongos C57BL/6 ou CBA (Basir et al., 

2012). Nas infecções mais graves como a malária cerebral, o modelo de 
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camundongos C57BL/6 infectado com PbA é o mais aceito (Craig et al., 2012). 

Este modelo, frequentemente, referido como malária cerebral experimental 

(MCE), provoca nos camundongos vários sinais que definem a malária grave em 

seres humanos, incluindo a acidose metabólica, angústia respiratória aguda, 

disfunção hepática e danos neurológicos e comportamentais (Desruisseaux et 

al, 2008; Cromer et al., 2013). Ainda, neste modelo de MCE, observa-se pouco 

sequestro de hemácias parasitadas nos vasos do cérebro, onde se detecta, 

principalmente, leucócitos aderidos (Reis et al.,2012; Cromer et al., 2013). Essa 

é principal diferença observada entre a infecção humana e o modelo 

experimental, sabe-se que a maioria das células envolvidas no sequestro são 

leucócitos, notadamente macrófagos e células TCD8+ (Craig et al., 2012). Esse 

sequestro também pode ser visto em outros órgãos, e existe o envolvimento de 

um processo inflamatório que se assemelha ao que ocorre nos pacientes com 

malária grave (Cromer et al., 2013). No entanto, a relevância da resposta 

inflamatória para o desenvolvimento da doença em humanos e no modelo murino 

parece ser distinta e, enquanto a malária cerebral experimental é tida basicamente 

como uma síndrome inflamatória, a malária cerebral humana decorre, 

principalmente, em função da citoadêrencia de hemácias parasitadas e obstrução 

dos microvasos cerebrais (White et al., 2010). Ainda assim, tem-se que o modelo 

de infecção com Plasmodium berghei ANKA, sendo o modelo experimental que 

mais se assemelha aos achados em pacientes, é de grande importância para a 

compreensão da patogênese da malária cerebral e suas sequelas e foi o modelo 

de escolha utilizado nesse estudo. 

Espécies de 
Plasmodium 

Cepas Linhagem de 
camundongo 

Carasterísticas 

P.berghei NK65, ANKA 
 

ANKA 

C57BL/6 Modelo robusto 
de vacina 

Síndromes de 
malária clínica 

P.yoelii 17X Balb/c Modelo modesto 
de vacina 

P.chabaudi AS A/J, DBA/2 
 

C57BL/6 

Susceptível a 
infecção sanguínea 

Resistente a 
infecção sanguínea 

P.vinckei vinckei Balb/c Infecções Letais 
 

Tabela 1 Cepas de Plasmodium sp. que infectam diferentes linhagens de camundongos 

usadas em modelos murinos experimentais. Extraído de Matuschewski, 2013 
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1.4. DISFUNÇÃO COGNITIVA 
 
 

A malária cerebral está associada com alta mortalidade e déficits 

neurocognitivos a longo prazo (Serghides et al., 2011). Déficits neurológicos são 

observados, com frequência, em crianças doentes hospitalizadas, mas grande 

parte se resolve dentro de 6 meses (Boivin et al., 2014). Recentes estudos sugerem 

que, após recuperação da doença, muitas dessas crianças sustentam lesões 

cerebrais graves, responsáveis por tais sequelas, e relatam a persistência dessas 

lesões por vários anos. (Idro et al., 2010 B; Bungirana et al., 2011). Segundo Idro e 

colaboradores (2010), aproximadamente, 25% dos infantes sobreviventes 

demonstraram perda cognitiva, de função motora ou danos comportamentais no 

período entre 6 meses a 9 anos após terem adquirido a doença. Com isso, o 

impacto da perda neurológica subsequente a infecções do sistema nervoso central 

pode ser devastador, acarretando dificuldades a nível social e econômico a seus 

portadores devido à redução de oportunidades de educação, trabalho ou mesmo 

em relacionamentos pessoais (Carter et al., 2003; Oluwayemi et al., 2013). 

Estudos em modelos experimentais com Plasmodium berghei ANKA 

mostraram danos cerebrais em regiões importantes como fórnix, córtex e o 

hipocampo (Desruisseux et al., 2008). O comprometimento dessas áreas cerebrais 

pode trazer prejuízos em todas as esferas cognitivas como déficits de linguagem, 

atenção, habilidades espaços visuais, funções executivas e perda de memória, 

a sequela persistente mais comum (Fernando et al., 2010; Oluwayemi et al., 2013). 

Memórias podem ser divididas quanto ao seu conteúdo em dois grandes 

grupos: memórias declarativas (de eventos, fatos ou conhecimentos) ou memórias 

de procedimentos ou hábitos (andar de bicicleta, escrever em uma máquina, etc.). 

A memória declarativa, o que comumente chamamos de memória, está        

relacionada a capacidade de recordar ou reconhecer pessoas, objetos e lugares 

(Izquierdo et al., 2013). 

As memórias podem ser dividas, ainda, quanto a sua temporalidade 

em memórias de curta ou longa duração (Izquierdo, 2013). Esse tipo de divisão é 

particularmente válido para memórias do tipo declarativas, e faz referência a 

memória formada nas primeiras horas, logo após o aprendizado (memória de curta 
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duração) e à memória que demora horas para ser formada e é duradoura (memória 

de longa duração) (Izquierdo, 2008). Apesar de, a princípio, parecerem eventos 

subsequentes, recentemente estudos demonstraram que as memórias de curta e 

de longa duração ocorrem de maneira paralela, recrutando de forma 

independente as moléculas envolvidas no processo de formação e consolidação 

(Izquierdo, 2008; Izquierdo et al., 2013). 

O processo de formação de memória é caracterizado por uma 

sequência de eventos bioquímicos no hipocampo, que envolve a ativação de 3 

diferentes tipos de receptores glutamatérgicos, o AMPA (α-amino-3-hidroxi-metil-

5-4- isoxazolpropiónico), o NMDA (N-metil-D-aspartato) e receptores 

metabotrópicos. Os receptores NMDA tem destaque por recrutarem, quando 

ativados, as proteínas envolvidas na sinalização que leva à formação de memória 

e aprendizagem (Sweatt, 2016). Esses receptores têm seu canal iônico 

bloqueado por ion Mg+2 quando estão inativos e só podem ser ativados na 

despolarização neuronal, que permite o deslocamento de Mg+2 e a abertura do 

canal iônico (Wang and Peng, 2016). A ativação de receptores AMPA permite 

a despolarização dos neurônios através do fluxo de íons Na+2 e K+ (Itoh et al., 

2016; Wang and Peng, 2016). 

 

Figura 5: Via de sinalização glutamatérgica disparada no processo de formação e 

consolidação de memória. A ativação de receptores glutamatérgicos permite a ativação de uma 
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cascata de sinalização que leva a produção de fatores de crescimento associados a formação de 

potenciais de longa-duração (LTP). Igreja-Silva, T. 

 
 

Com a ativação dos receptores NMDA ocorre a entrada de Ca+2 e a 

consequente ativação de cascatas bioquímicas que irão promover a ativação de 

proteínas quinase (PKA, PKC, PKG e CAMKII) e induzir um aumento na expressão 

de fatores de transcrição importantes para a síntese de proteínas envolvidas na 

plasticidade neuronal e na formação e consolidação de memória (Izquierdo and 

Medina, 1997; Izquierdo et al., 2008). A ativação das vias das MAPK e PI3K/AKT 

levam à produção de CREB e S6, fatores de transcrição que uma vez ativados por 

proteínas quinase se direcionam ao núcleo e induzem a produção de neurotrofinas 

que vão estimular a formação de potenciais de longa duração (LTP), relacionados 

ao processo de formação e consolidação de memória (Figura 5) (Katche et al., 

2013). Ainda, a ativação dessa via induz a produção de NO por ativação de 

nNOS, um importante mensageiro retrógrado produzido pós-sinapticamente e 

que atua no terminal pré-sináptico favorecendo a liberação de 

neutronsmissores, o que induz a manutenção dos LTP e a sustentação de 

sinapses, um evento importante para a plasticidade sináptica e a consolidação 

de memória (O’Dell et al.,1991; Zhuo et al., 1998).  

Durante a ativação da via acima descrita, o fator neurotrófico BDNF 

(brain-derived neurotrophic fator) é uma das principais proteínas produzidas e atua 

tanto na formação de memórias, como também horas mais tarde na determinação 

se as memórias consolidadas persistirão por poucos dias ou por semanas 

(Izquierdo et al.,2013; Itoh et al, 2016). Esta molécula é particularmente importante 

na formação de memória de longa duração e diversos trabalhos já 

demonstraram que reduções nos níveis fisiológicos de BDNF estão associadas às 

disfunções cognitivas observadas em desordens neuropatológicas, inclusive no 

modelo experimental de malária cerebral (Wang and Peng, 2016; Wang et al., 2016; 

Comim et al., 2012). 

Os potenciais de longa duração (LTP) consistem no aumento 

persistente da resposta de neurônios à breve estimulação repetitiva de um axônio 

ou de um conjunto de axônios que fazem sinapses com elas (Sweatt, 2016). 

Muitos estudos têm sido realizados sobre a base molecular dos LTP na região 
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CA1 do hipocampo para o processo de formação de memória (Izquierdo, 2008; 

Sweatt, 2016). O hipocampo é a principal estrutura envolvida no processo de 

formação de memória (Izquierdo and Medina,1997). O aumento das respostas 

pós-sinápticas por horas, dias ou semanas parece indicar a importância de LTP 

na formação e armazenamento de memórias de longa duração (Izquierdo et al., 

2008). Para isso, a região CA1 se conecta com outras regiões cerebrais, enviando 

fibras excitatórias a uma região chamada subículo, que emite novas fibras para o 

córtex entorrinal, que emite axônios para o giro denteado, que projeta para outra 

região hipocampal denominada CA3, cujos axônios fazem sinapses excitatórias 

com células piramidais de CA1, completando o chamado sistema hipocampal 

(Figura 6) (Izquierdo, 2008). Segundo Wu et al., 2013, déficits nas transmissões 

sinápticas do sistema hipocampal, em especial nas regiões CA1 e CA3 do 

hipocampo, podem acarretar perdas cognitivas. 

 

 

Figura 6: Circuito nervoso hipocampal relacionado ao processo de formação e 

consolidação de memória. Extraído de https://netnature.files.wordpress.com/2011/02 

/hipocampus.jpg 

 

Reis e colaboradores (2010) mostraram que na malária cerebral 

experimental, camundongos C57BL/6 infectados com PbA sofrem perda de 

memória. O mesmo grupo mostrou que a produção de espécies reativas está 

envolvida no processo. O aumento de espécies reativas na patologia do SNC pode 

interferir na transmissão colinérgica, crucial para formação de memória, e, além 

disso, levar a degeneração neuroglial por serem importantes indutores de apoptose 

https://netnature.files.wordpress.com/2011/02
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celular (Wiese et al., 2006; Tabrizian et al., 2011, Isah and Ibrahim, 2014). Estresse 

oxidativo induzido por hipóxia-hipobárica afeta diferentes áreas cerebrais, incluindo 

córtex e hipocampo que, como foi visto anteriormente, têm importante papel nos 

processos de formação e consolidação de memória (Maiti et al., 2008). 

Além do que já foi citado, complicações cognitivas têm sido relacionadas, 

também, com ativação de microglias e astrócitos em regiões cerebrais associadas 

à cognição. Estas células auxiliam a reposta inflamatória periférica e secretam 

fatores pró-inflamatórios, bem como produzem espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (Tronel et al., 2013). Segundo Reis e colaboradores (2012), intervenções 

no avanço neuroinflamatório observado durante a malária cerebral experimental 

podem atuar na prevenção de dano cognitivo associado a doença. Esse processo 

contribui com as injúrias teciduais observadas e com o processo neurodegenerativo 

caracterizado por rupturas sinápticas, o que vai acarretar a formação da sequela 

cognitiva. 
 

No presente trabalho, buscamos avaliar a contribuição de níveis 

nitrérgicos elevados frente aos eventos acima citados e às disfunções cognitivas 

estabelecidas, tendo como alvo a enzima iNOS.
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2. OBJETIVOS 
 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

 
 

Este estudo tem por objetivo geral avaliar o papel da enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) na patogênese da malária cerebral e sequelas cognitivas 

associadas. 

 
 

2.2 Objetivos específicos: 
 

 
 

A partir do uso de camundongos knockouts para a enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) e do tratamento com aminoguanidina, um inibidor 

farmacológico seletivo para iNOS, objetivou-se avaliar durante o modelo 

experimental de malária cerebral: 

 
 

- A formação de disfunções cognitivas; 
 

 
 

- A caracterização da patologia: 
 

-  expressão de moléculas de adesão; 
 

-  produção de citocinas pró-inflamatórias; 
 

-  atividade de mieloperoxidase (MPO); 
 

-  produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio; 
 

 
 

- A ativação de microglia, indicador de neuroinflamação; 
 

 
 

- A indução de morte neuronal
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Animais:  

Para os ensaios de malária cerebral experimental foram utilizados 

camundongos machos de linhagem C57BL/6, wild-type e knockouts iNOS (n=6-

12/grupo) com peso de 18 a 20 gramas, fornecidos pelo CECAL, Biotério Central 

da FIOCRUZ, licença CEUA-L015/15. Paralelamente, camundongos C57BL/6 

foram utilizados para uma abordagem farmacológica de bloqueio da enzima iNOS. 

Durante os experimentos, os animais foram mantidos no Biotério do Pavilhão 

Ozório de Almeida, do Instituto Oswaldo Cruz. Os mesmos foram alocados em 

gaiolas plásticas de microisoladores ventilados, a temperatura ambiente, com livre 

acesso à ração e água e em ciclo claro/escuro de 12/12 horas. 

3.2 Manutenção e Infecção: 

Cepas de Plasmodium beghei ANKA (PbA) foram mantidas através da 

coleta de sangue de animais doadores com aproximadamente 10% de parasitemia 

e congeladas em nitrogênio líquido, após centrifugação e substituição do plasma 

pela solução de congelamento. O sangue coletado é centrifugado a 2500 rpm por 

10 minutos para separar as hemácias do plasma que é substituído por uma solução 

tamponada de glicerolito para que o sangue possa ser congelado. Para os 

experimentos, sangue coletado de camundongos passagem com 10% de 

parasitemia foi utilizado na infecção do grupo experimental. Camundongos wild-

type e knockouts iNOS ou tratados ou não com inibidor farmacológico de iNOS, 

aminoguanidina, foram inoculados com 106 hemácias parasitadas. Como controle, 

animais receberam 106 hemácias não parasitadas. 

3.3 Parasitemia e Sobrevida 

Para a avaliação da parasitemia foi feito um pequeno corte na ponta do 

rabo dos camundongos para a coleta de uma gota de sangue, no 6º dia de infecção. 

O sangue foi colocado em lâminas para a confecção de esfregaços sanguíneos, 

posteriormente, corados por Método Panótico Rápido. As lâminas coradas foram 

levadas a um microscópio óptico sob óleo de imersão em aumento de 1000 x para 

a contagem da parasitemia dos animais. A parasitemia dos animais foi avaliada no 
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6o dia pós-infecção. A mortalidade foi observada todos os dias a partir da infecção 

e até que todos os animais morressem. 

3.4 Escore Clínico de avaliação de gravidade da doença 

 

No sexto dia de infecção os camundongos começam a apresentar sinais 

clínicos que são indicadores de gravidade da doença. A malária grave, como dito 

anteriormente, se caracteriza por diversas disfunções tais como: anemia grave, 

acidose metabólica, estresse respiratório e malária cerebral (Rénia et al., 2012). 

Dezoito critérios associados a malária grave são analisados por animal: pilereção, 

interesse pelo ambiente, andar vacilante, corpo arqueado, paralisia de pata, coma, 

convulsões, respiração alterada, cor da pele, batimento cardíaco alterado, 

fechamento de pálpebras, lacrimação, escape ao toque, força ao agarrar, alteração 

de temperatura, tônus dos membros, tônus do abdômen e tônus corporal. Os 

animais infectados são avaliados de modo a se constatar ou não a presença 

dessas alterações. O controle também é colocado em teste de modo a confirmar 

a ausência de interferências externas no experimento. O animal recebe escore 1 

ou 0, de acordo com a presença ou não de cada uma das alterações acima 

descritas. O escore total de cada animal é feito, então, a partir da soma das 

alterações encontradas, de modo que, a observação de quatro ou mais alterações 

indicam o estabelecimento de um quadro mais grave com possível 

comprometimento neurológico (Reis et al.,2012). 

 

3.5 Drogas administradas 

Os animais submetidos a inibição farmacológica da enzima iNOS, foram 

tratados com aminoguanidina (SIGMA-ALDRICH, Brasil) (100 mg/kg p.c, 200μL, via 

intraperitoneal diluída em NaCl 0,9%) do 3º ao 6º dia de infecção.  

Animais direcionados às avaliações cognitivas no 15º dia de infecção, 

receberam antimalárico cloroquina (SIGMA-ALDRICH, Brasil) (25 mg/kg p.c., 200 

μL, via oral diluída em NaCl 0,9%) durante 7 dias, a partir do 6º dia de infecção para 

controle e prevenção da mortalidade por níveis elevados de parasitemia. 

 

3.6 Testes Comportamentais 
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        3.6.1 Esquiva Inibitória 

O teste de esquiva inibitória foi realizado visando avaliação de danos na 

capacidade cognitiva associada a memória aversiva. Na sessão de treino, os 

animais são colocados sobre a plataforma da caixa de esquiva passiva (Insight 

Equipamentos LTDA) e é verificado o tempo que o animal leva para descer (tempo 

de latência). Imediatamente após a descida, o animal recebe um choque de 0,6 mA 

durante 3 segundos. Na sessão de teste, o animal é novamente colocado na 

plataforma e tem seu tempo de descida (latência) aferido, porém sem administração 

do choque. Os intervalos entre o treino e o teste são de 90 minutos para avaliar 

memória de curta duração e 24 horas para memória de longa duração (Reis et al., 

2012). 

 

       3.6.2 Freezing 

O teste freezing foi realizado, similarmente ao esquiva, com o objetivo 

de avaliar danos na capacidade cognitiva associado à resposta ao medo 

condicionado (Soya et al., 2013). Na sessão treino, os camundongos são colocados 

na caixa experimental a explorar por 5 minutos. Após esse tempo, recebem um 

choque de 0,6 mA por 3 segundos e, 30 segundos após o primeiro choque, os 

animais são submetidos a outro choque de mesma intensidade e duração. Na 

sessão teste, os camundongos voltam a caixa experimental sem receber choque e, 

é observado, então, o tempo em que os animais ficam parados mediante a 

iminência de um possível choque. O intervalo entre as sessões treino e teste é de 

24 horas (Reis et al.,2017). 

 

     3.6.3 Labirinto aquático de Morris (Water Maze) 

 

          O teste Labirinto aquático de Morris foi utilizado para a avaliação cognitiva de 

memória espacial. Durante o ensaio, os animais foram colocados em uma piscina 

com diâmetro de 1,04 m e com altura de 55 cm. A piscina foi dividida em 4 

quadrantes, sendo que em um deles foi colocada uma plataforma de acrílico com 

as dimensões de (13 x 30 x 13 cm) submersa. Os animais foram treinados por 4 

dias, em sessões de 60 segundos, a aprenderem o caminho até a plataforma. O 

tempo transcorrido até chegada do animal à plataforma (tempo de latência) foi 
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registrado. No último dia (5°), a plataforma foi retirada e o tempo, em 60 segundos, 

gasto pelos camundongos no quadrante em que a mesma se encontrava foi 

anotado (Reis et al., 2017). 

 

3.7 Coleta de amostras 

 

3.7.1 - Sangue 

Os camundongos C57BL/6, knockouts ou não, foram anestesiados por 

via inalatória com Isoflurano e as amostras de sangue foram coletadas por via 

ocular, desprezando-se o sangue em eppendorfs. O sangue foi centrifugado a 2500 

rpm em centrífuga clínica por 10 minutos. O soro foi coletado e estocado no freezer 

-80°C.  

 

3.7.2 – Cérebros 

Posteriormente à coleta de sangue, foi realizada a perfusão dos animais 

em estudo com solução salina (NaCl 0,9 %) e, após a lavagem de todo o sangue, 

foi feita a abertura do crânio para a remoção do cérebro dos animais. Estes cérebros 

foram coletados e armazenados em freezer -80°C. 

 

3.8. Dosagem de proteínas pelo método do BCA 

Amostras cerebrais foram extraídos após a perfusão dos animais e 

homogeneizados em tampão apropriado para cada análise. A dosagem de 

proteínas foi realizada pelo método BCA (Pierce, Thermo Scientific, EUA). 

O reagente de trabalho foi preparado adicionando-se cinquenta partes 

de Reagente BCA A e uma parte de Reagente BCA B. Uma curva padrão (de 

0,01562 a 2 mg/mL) foi construída através de diluições seriadas a partir de albumina 

humana fornecida pelo fabricante.  

As amostras totais homogeneizadas foram diluídas 10 x numa solução 

de PBS contendo BHT (hidroxitolueno butilado - butylated hiydroxytoluene) (0,2 %), 

de modo que 10 µL de cada amostra foi adicionado em 90 µL de PBS/BHT. Feito 

isso, 10µL das amostras previamente diluídas foram adicionados em placas 96 

poços de fundo chato e, posteriormente, adicionados 190 µL do reagente de 
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trabalho descrito acima. A placa foi incubada em estufa a 37ºC por trinta minutos e 

a leitura das amostras foi realizada a 562 nm na leitora de placas. 

3.9. Testes de avaliação do estresse oxidativo 

3.9.1 Avaliação da peroxidação lipídica pela reação ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) 

Para caracterização do estresse oxidativo no cérebro dos camundongos 

C57BL/6 knockouts iNOS quantificamos a peroxidação lipídica pela reação ao ácido 

tiobarbitúrico - TBARS. Os cérebros  animais C57BL/6 wild-type e iNOS-/- foram 

homogeneizados em PBS (NaCl 1,37M; KH2PO4 0,018 M; Na2HPO4 0,1M; KCl 

0,027 M; pH 7,4), contendo 0,2% de BHT (hidroxitolueno butilado-butylated 

hiydroxytoluene). Foi realizada quantificação de proteína (diluição 10x - 10 μL da 

amostra/ 90 μL de PBS) pelo kit de ensaio de proteína BCA da Pierce (Thermo 

Scientific, EUA) conforme descrito anteriormente. Após a quantificação de proteína 

foram feitos cálculos do quanto de cada amostra seria utilizada por cada 50 μg de 

proteína. As amostras foram diluídas em PBS-BHT totalizando (0,5 mL) e foram 

misturados com igual volume de ácido tiobarbitúrico a 0,67% (Sigma Chemical, 

EUA). Em seguida, a mistura foi aquecida a 100º C durante 60 min.  As amostras 

foram colocados no gelo para a parada da reação. Foram aplicados 200 μL da 

solução em placas de 96 poços de fundo chato e a absorvância foi determinada em 

535 nm na leitora de microplaca. Os resultados foram expressos como 

malondialdeído (MDA, ε = 1.56x105 M a 1 cm-1). 

 

3.9.2 Dosagem de grupamentos tióis totais (Teste de Glutationa Reduzida) 

A avaliação da presença de grupos tióis foi mais uma análise escolhida 

para quantificação do estresse oxidativo em camundongos C57BL/6 iNOS-/-. O 

método se baseia na determinação de grupos sulfidrilas totais, que representam 

todos os grupos tióis encontrados em proteínas e compostos de baixo peso 

molecular, e podem ser oxidados dado o aumento na concentração de espécies 

reativas. Os grupos tióis reagem com DTNB, reagente de Ellman, formando um 

complexo que pode ser lido a 412 nm. 

As amostras cerebrais, previamente homogeneizadas em PBS+BHT 

0,2%, de animais C57BL6 wild-type e INOS-/- foram diluídas em TCA 10% em um 
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volume de 1:1. Em seguida, foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4ºC, 

de modo a separar o sobrenadante. Por último, 75 µL do sobrenadante foi colocado 

junto a 300 µL de Tris-HCL e 30µL do DTNB para reagir por 30 minutos. 

Após a reação, 200µL de cada amostra foi plaqueado em placas de 96 

poços com fundo chato e lidos por espectofometrômetro a 412 nm. O cálculo é feito 

utilizando-se o coeficiente de extinção molar (Ɛ) = 14200 M-1cm-1. 

 

3.10 Análise de atividade de mieloperoxidase (MPO) cerebral 

A mieloperoxidase parece estar associada ao estresse oxidativo 

observado em algumas patogenias, tendo sido avaliada sua atividade. Para isso, 

metade dos cérebros extraídos pós-perfusão foi pesado com o fim de preparação 

da solução de homogeneização (PBS-EDTA 5 µM + Brometo de cetildimetilamônio 

0,5% (HTAB)). As amostras foram homogeneizadas seguindo a proporção de 100 

µL de solução para cada 50 mg de tecido. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas em centrífuga refrigerada a 4°C por 4000 rpm por 15 minutos. O 

sobrenadante das amostras foi separado e, então, recentrifugado por 1200 rpm por 

15 minutos a 4°C. O sobrenadante final foi coletado e colocado junto aos regentes 

em placa de fundo curvo para reagirem por 30 minutos à 37°C. Retirou-se 50 µL do 

sobrenadante de cada amostra que foi adicionado à 50 µL da solução de 

homogeneização e 50 µL de solução de o-dianisidina (0,68 mg/mL), sendo 

incubados por 30 minutos. Após esse tempo, foi adicionado 50 µL de peróxido de 

hidrogênio (H2O2 - 0,006%) à reação que perdurou por mais 10 minutos. Transferiu-

se 200 µL para uma placa com fundo chato para a leitura das amostras em 

espectofotômetro a 460 nm. O cálculo foi realizado a partir do valor da 

absorvância/peso das amostras cerebrais. 

 

3.11 Dosagem de citocinas através do ensaio imunoabsorção ligado à Enzima 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA) 

Para avaliar a resposta inflamatória através da liberação de citocinas pró-

inflamatórias, foram dosados os níveis de TNF-α e INF-γ em amostras de soro de 

camundongos iNOS-/- ou não através do kit R&D dual set. 

Placas de fundo chato para ensaio em volume reduzido foram cobertas 

com o anticorpo de captura diluído em PBS (50 μL/poço) e seladas com filme 
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plástico. Após incubação por 16 horas a 4°C, as placas foram lavadas quatro vezes 

com tampão de lavagem constituído de PBS 1 acrescido com Tween® 0,05% 

(100μL/poço) e incubadas durante uma hora com a tampão de bloqueio constituído 

de PBS acrescido com 1% de albumina sérica bovina-BSA (100 μL/poço) (Sigma 

Aldrich). A curva padrão foi diluída em tampão de bloqueio + Tween® (0,05%) e 

aplicada na placa, bem como as amostras (50 μL/poço). Após nova incubação por 

16 horas a 4°C as placas foram lavadas 4x com tampão de lavagem e o anticorpo 

de detecção diluído em tampão de bloqueio + Tween® (0,05%) (50 μL/poço) foi 

adicionado. Uma hora após a incubação com o anticorpo de detecção, as placas 

foram lavadas 6x com tampão de lavagem e foi adicionada a solução de 

streptavidina-peroxidase (R&D dual set) (50 μL/poço). Trinta minutos após a 

incubação no escuro, as placas foram lavadas 8x com tampão de lavagem e foi 

acrescida a solução de 3,3_,5,5_-Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma Aldrich), 

substrato para a reação colorimétrica. Após desenvolvimento satisfatório de cor na 

curva-padrão, a reação foi interrompida com solução de H2SO4 0,4N (50 μL/poço) 

e a absorbância a 405 nm foi determinada pela leitora de placas. 

 

3.12. Western Blotting 

As amostras cerebrais coletadas foram divididas em regiões de 

interesse: córtex e hipocampo. Estas amostras foram maceradas em tampão de lise 

RIPPA (Tris-HCl 50Mm;150 mM de NaCl; Triton 1%; Deoxicolato de Sódio 0,5%; 

SDS 0,1%, EDTA 1mM; Ortovanadato de sódio 1mM; pH 7,5-8,0) segundo o 

esquema abaixo: 

               

Amostras de córtex 1mL de RIPPA 

Amostras de hipocampo 300 μL de RIPPA 

 

As amostras maceradas foram sonicadas e, posteriormente, 

centrifugadas para a obtenção do sobrenadante com as proteínas a serem 

analisadas.  O sobrenadante coletado foi submetido à quantificação de proteínas, 

segundo o método de quantificação pelo kit BCA (descrito anteriormente).  Após 

esta etapa, as amostras foram preparadas em tampão de amostra 1:1 de modo que 

a concentração final de proteínas em cada poço do gel fosse igual a 50 µg/ 15µl 
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(7,5 μL de amostra diluída em RIPPA + 7,5 μL de tampão de amostra a base de β-

mercaptoenol). 

Para realização do ensaio de Western blotting, foi utilizado o protocolo 

segundo o manual fabricante Odyssey system™ (Li-Cor, Biociences, EUA). 

Aplicou-se 5 µl do padrão de peso molecular (RAINBOW Odyssey system™ - Li-

Cor, Biociences). Em seguida, as amostras foram submetidas à corrida de 

eletroforese (em gel de acrilamida 4-20%, Mini-Protean TGX precast Gels®- 

BioRad) com a aplicação de 110 V por duas horas e em seguida, foi feita a 

transferência para membrana de nitrocelulose (Odyssey system™ - Li-Cor, 

Biociences, EUA) previamente permeabilizada em metanol 100%, utilizando 

tampão de transferência Tris-Glicina (Tris 25mM; Glicina 190 mM; pH 8,3) metanol 

20 %. A transferência foi realizada a 45 V por 90 minutos em sistema semi-seco 

(Amersham Biosciences). Após a transferência, a membrana foi incubada por 1 h 

com solução bloqueadora preparada com BSA (Albumina Sérica Bovina – Bovin 

Serum Albumin) a 5% diluída em TBS (Tris 10mM; NaCl 150Mm; pH 8,0) 0,05% 

Tween®. Posteriormente, a mesma foi incubada overnight, protegida da luz, com 

anticorpo primário diluído em solução de bloqueio e TBS Tween® 1:1. Para 

avaliação da morte celular, foi utilizado o anticorpo primário rabbit anti-caspase-3 

(1:1000, Abcam) e para normalização foi utilizado o anticorpo primário goat anti-

actina (1:10000, Abcam). As proteínas de interesse foram identificadas pela 

incubação da membrana por meia hora, com os anticorpos secundários (anti-rabbit 

e anti-mouse - Li-Cor, Biociences) diluídos em TBS Tween®. As membranas foram 

escaneadas e a detecção das bandas foi feita através da densitometria com auxílio 

do software Odyssey Infrared Imaging system®.  

 

3.13. Quantificação da expressão de mRNA 

 Amostras cerebrais recolhidas foram fragmentadas e armazenadas em 

tubos livre de RNase (Axygen) com 1000 μL de reagente Trizol® (Invitrogen) a -

20°C. Todo o procedimento foi feito seguindo as recomendações do reagente 

Trizol® Reagent (Invitrogen). Para a extração e purificação do RNA, foi adicionado 

200 μL de clorofórmio às amostras. Com auxilio do vórtex, as amostras foram 

homogeneizadas por 30 segundos e posteriormente e centrifugadas a 12.000 g por 

15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foi adicionado 
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500 μL de isopropanol. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 

10 minutos e depois foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado com 

1 mL de etanol a 75 % e centrifugado a 12000 g por 5 minutos a 4°C. Esperou-se 

o álcool evaporar em temperatura ambiente na capela por 5-10 minutos. O RNA foi 

resuspenso em 20 μL de água livre de RNase (água DEPC). O RNA foi quantificado 

através da utilização do espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e 

armazenado a -80°C para uso posterior. 

 

3.13.1. Transcrição reversa do RNA (RT) 

O cDNA foi sintetizado utilizando kit específico (SuperScript First-Strand 

Synthesis System for RT-PCR, Invitrogen). Para isso, 1 μg de cada amostra de RNA 

foi misturado com 1 μL de dNTP (deoxyribonucleotide triphosphate) a 10 mM, 1 μL 

de primer oligodT (Invitrogen, 0,5 μg/μL), e completado com água (livre de RNase) 

até 10 μL. Esta mistura foi incubada por 5 minutos a 65°C e resfriada em gelo por 

1 minuto. Em seguida, adicionaram-se em cada tubo os seguintes reagentes: 2 μL 

de RT buffer 10x, 4 μL de MgCl2 a 25 mM e 2 μL de DTT a 0,1 M. Os tubos foram 

aquecidos a 65°C por 5 minutos e resfriados em gelo por 1 minuto. Logo após, 

adicionou-se 1 μL de enzima SuperScript II RT (Invitrogen, 50 U/μL) em cada tubo 

e as amostras foram aquecidas a 42°C por 50 minutos e depois a 70°C por 15 

minutos. Após este período, foi adicionado 1 μL de RNase H (2 U/μL) por tubo, que 

foram em seguida, incubados por 30 minutos a 37°C. O cDNA foi armazenado a -

20°C. 

 

3.13.2 Reação em cadeia de polimerase qualitativo (PCR- RT) 

As amostras de cDNA foram incubados em um mix com 6 µL de Platinum 

PCR Supermix (Invitrogen), 0,2 µL de primer foward e 0,2 µL de primer reverse e 

1,6 µL água livre de RNAse (água DEPC). Adicionamos 2µL de cDNA ao mix 

preparado, completando um volume total de 10 µL do preparado em cada tubo. 

Com isso, foi realizada a amplificação do cDNA através de PCR usando o aparelho 

ProFlex PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies). A reação é feita em 

35 ciclos. Após um passo de desnaturação inicial a 95º C durante 15 min, iniciou-s

e o ciclo de temperatura. Cada ciclo consistia em desnaturação a 94 ° C durante 3
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0 segundos, recozimento a 60 ° C durante 30 segundos, e alongamento a 72 ° C  d

urante 30 segundos. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel 

de agarose (600 mg diluídos em 30 mL de TBE (Tris-base 0,89 M; Ácido Bórico 0,89 

M; EDTA 0,5 M; pH 8,0) submetidos a uma voltagem de 120 V e foram analisados 

através da marcação com SYBR Green (Invitrogen, Life Technologies). Após 30 

minutos de corrida, o gel foi submetido a captura de imagens através do aparelho 

E-Gel Imager (Life Technologies). Essas imagens foram analisadas por ImageJ 

software. 

  

3.13.3. Reação em cadeia da polimerase quantitativo (q PCR Real Time) 

Antes de iniciar o PCR, foi feito um sub-estoque do primer de interesse 

na concentração de 105nM. Os transcritos foram preparados para a reação através 

da seguinte mistura: 10µL Power SYBR-green; 0,6µL de primer foward e reverse; 

7,8µL de água DEPC; e 1µL de cDNA. A amplificação foi realizada no aparelho de 

PCR em tempo real StepOne Applied Biosystems. Os primers utilizados foram: 

ICAM-1, iNOS, TNF-α, GAPDH e HPRT. A expressão dos níveis de RNA foi 

calculada através do programa de software do aparelho StepOne software e 

normalizadas em relação aos níveis de expressão dos gens constitutivos HPRT ou 

GAPDH.  

Sequência de Primers: ICAM Left Primer (AGC ACC TCC CCA CCT ACT TT); ICAM 

Right Primer (AGC TTG CAC GAC CCT TCT AA); iNOS Left Primer (CAC CTT GGA GTT 

CAC CCA GT); iNOS Right Primer (ACC ACT CGT ACT TGG GAT GC); TNF Left Primer 

(AGC CCC CAG TCT GTA TCC TT); TNF Right Primer (CTC CCT TTG CAG AAC TCA GG). 

HPRT Left primer (agg acc tct cga agt gtt gg) / Right primer (agg acc tct cga agt gtt 

gg); GAPDH Left primer (agg acc tct cga agt gtt gg) / Right primer (ttg cag att caa 

ctt gcg ct). 

 

3.14. Imunohistoquímica 

 Amostras cerebrais coletadas no 6º dia de infecção foram perfundidas 

com solução salina e imediatamente armazenados em solução fixadora de 

paraformaldeído 4% em PBS durante três dias, seguido de solução crioprotetora de 

sacarose 20% em PBS por dois dias a 4C. Os cérebros foram então congelados 

em gelo seco pulverizado e cortes coronais de 40 µm foram obtidos em criostato. 
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As fatias de tecido foram obtidas de maneira sistemática e armazenadas em placas 

de 24 poços em PBS + azida 0,2% a 4°C de maneira que fatias de regiões cerebrais 

equivalentes de cada animal foram utilizadas em cada imunohistoquímica. As fatias 

foram lavadas em PBS e tratadas com Sudan Black B (0,1% em etanol 70%) por 

30 minutos para a eliminação da autofluorescência tecidual. As fatias foram 

incubadas com tampão de bloqueio (soro normal de cabra 5%, albumina de soro 

bovino 3% em solução de tampão fosfato contendo 0,3% de Triton X-100) por uma 

hora à temperatura ambiente em agitação leve e constante. Os cortes foram 

incubados com anticorpo primário em tampão de bloqueio, e deixados em agitação 

overnight. Para marcação de microglia, o anticorpo primário utilizado foi o coelho 

anti-ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1) (1:400, Wako Chemicals. 

Após serem lavadas em PBS, as seções foram incubadas com anticorpo 

secundário de cabra Alexa 488 anti-igG de coelho (1:1000) em tampão de bloqueio 

por duas horas. Os cortes foram lavados duas vezes com PBS e montados em 

lâminas com meio de montagem (Vectashield) com DAPI. As fatias foram 

fotografadas em microscópio de fluorescência (objetiva 20x) e em microscópio 

confocal (objetiva 63x). A análise foi realizada nas regiões CA1 do hipocampo com 

auxílio do programa ImageJ 

 

3.15. Análise estatística 

Foram realizadas análises descritivas de média, desvio-padrão, erro 

padrão da média (variação interquartil, quando aplicável). Para análise da 

mortalidade foi utilizado o teste Log-Rank-Mantel Cox. Dados de parasitemia, 

escore clínico, esquiva inibitória, labirinto aquático de Morris, ativação da micróglia 

foi utilizado o teste T de Student. Dados do modelo de freezing, análise de citocinas, 

estresse oxidativo, atividade de MPO, e para o rt-PCR foram feitas por ANOVA 

seguido do teste de Tukey. Em todas as análises, foram considerados 

estatisticamente significativos valores de p<0,05 ou menos. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação de mortalidade e parasitemia em camundongos iNOS-/- 

susceptíveis a infecção com Plasmodium berghei ANKA 

Na figura 7A observamos o gráfico correspondente a curva de 

mortalidade comparativa entre camundongos wild-type e iNOS-/- infectados com 

Plasmodium berghei ANKA (PbA). Não houve diferença significativa de mortalidade 

entre os grupos estudados. A figura 7B mostra a parasitemia dos grupos no 6º dia 

após a infecção, em que são descritos os picos de parasitemia, onde observamos 

que não há diferença estatística no percentual de parasitemia entre os grupos 

estudados. 

 

 

 

 

Figura 7 - Avaliação de curva de mortalidade e parasitemia de camundongos C57BL/6 wild-

type e iNOS-/-. 7A-Avaliação da mortalidade entre camundongo infectados iNOS-/- (n=6-10/grupo) 

em comparação com infectados wild-type no sexto dia pós-infecção. Não houve diferença estatística 

entre os grupos (teste Log-rank Mantel-Cox). 7B-Parasitemia de camundongos C7/Bl6 iNOS-/- (n=6-

10/grupo, repetição de 3 experimentos) comparada com camundongos wild-type durante a infecção 

por Plasmodium berghei ANKA. Não houve diferença estatística entre os grupos pelo teste T de 

Student. 

 

4.2 Avaliação do escore clínico de camundongos C57BL/6 iNOS-/- no modelo 

de malária cerebral experimental           

B A 
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A figura 8 mostra o resultado de escore obtido de animais iNOS-/- e wild-

type infectados com Plasmodium berghei ANKA. As análises de dano neurológico 

foram feitas a partir de sinais indicadores de malária grave, segundo parâmetros 

baseados no protocolo SHIRPA (Reis et al., 2012), no sexto dia pós-infecção. 

Podemos observar no gráfico abaixo que camundongos iNOS-/- infectados 

apresentaram um escore clínico significativamente mais baixo se comparados ao 

seu controle infectado e abaixo do limiar correspondente ao desenvolvimento de 

malária grave. 
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Figura 8 - Avaliação do escore clínico de camundongos C57BL/6 wild-type e iNOS-/-. O 

estabelecimento de malária cerebral com detecção dos sintomas relacionados foi aferido em   iNOS 

-/- (n=6-10/grupo; repetição de 3 experimentos) no sexto dia pós-infecção. Os dados estão 

representados em média ± desvio padrão. * p<0,05 pelo teste T de Student 

 

4.3 Avaliação cognitiva de camundongos C57BL/6 iNOS-/- durante a malária 

cerebral experimental 

As figuras abaixo (Figuras 9, 10 e 11) mostram a capacidade cognitiva 

de animais wild-type e iNOS-/-  sadios ou recuperados da infecção com PbA pelo 

tratamento com o antimalárico cloroquina. As Figura 9 e 10 mostram a avaliação de 

formação e consolidação de memória aversiva pelos testes de esquiva inibitória (9A 

e 9B) e freezing (10).  

Nas Figuras 9A e 9B, são observadas as análises de memória de curta 

e longa duração, respectivamente, pelo teste de esquiva inibitória. Em ambos os 
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casos, camundongos wild-type infectados com Plasmodium berghei ANKA 

apresentaram menor tempo de latência na plataforma (*p<0,05 teste T) se 

comparados ao seu controle não-infectado e, portanto, desenvolvem dano 

cognitivo. Em contrapartida, camundongos iNOS-/- recuperados da infecção por 

tratamento com cloroquina demonstraram não sofrer perda de memória, com tempo 

de latência (*p<0,05 teste T) na plataforma similar ao controle não-infectado.  

 

 

 

Figura 9 – 9A e 9B - Avaliação de dano cognitivo camundongos iNOS-/- infectados com 

Plasmodium berghei ANKA pelo teste esquiva inibitória. Camundongos C57BL/6 (n=6-10/grupo; 

repetição de 2 experimentos), iNOS-/- e wild-type, foram infectados com 106 PRBC com P. berghei 

ANKA. Após serem avaliados pelo escore clínico, o tratamento com cloroquina (25 mg/kg p.c. por 

v.o.) foi iniciado (dia 6 após a infecção), perdurando por 7 dias. No 15o dia, durante a sessão treino 

os animais receberam um choque de 0.6 mA (3 s) imediatamente após descerem a plataforma. 1h 

e 30 min (9A) e 24 horas (9B) após o treino foi avaliada a possível formação de dano cognitivo 

representado pelo tempo de latência dos animais na plataforma * p<0,05 pelo teste T de Student (A 

- 1,5 h –Memória de curta duração e B 24 horas- Memória de longa duração). 

 

Na Figura 10, observamos as análises obtidas pelo teste de freezing, 

realizado como forma de corroborar os resultados já obtidos pelo teste de esquiva 

inibitória. Nesse teste, camundongos wild-type infectados com PbA também 

apresentaram desenvolvimento do dano cognitivo, mostrando menor tempo de 

freezing (*p<0,05 teste de Turkey) quando comparados ao controle não infectado. 

Camundongos iNOS-/- infectados não apresentaram perda de memória pelo teste 

A B 
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freezing, o que parece significar que a ausência da produção de NO via iNOS 

oferece proteção quanto a formação de dano cognitivo. 

 

 

 

 

Figura 10 - Avaliação de dano cognitivo camundongos iNOS-/- infectados com Plasmodium 

berghei ANKA pelo teste freezing. Camundongos C57BL/6 (n=6-10/grupo), iNOS-/- e wild-type, 

foram infectados com 106 PRBC com P. berghei ANKA e tratados do dia 6 ao 12 pós-infecção com 

cloroquina (25 mg/kg p.c. v.o). No 15o dia durante a sessão treino os animais receberam um choque 

de 0.6 mA (3 s) 3 minutos após serem colocados na caixa e outro 30s após o primeiro. Após 24 

horas (teste) foi avaliada a possível formação de dano cognitivo representado pelo tempo de 

movimento dos animais na caixa de avaliação. * p<0,05 pelo teste ANOVA, post-hoc Tukey. 

 

 A Figura 11 mostra o resultado relacionado a capacidade de 

aprendizado de camundongos wild-type e iNOS -/-, infectados ou não, pelo teste 

cognitivo Labirinto de Morris (Water maze). É observado que camundongos wild-

type submetidos à infecção com PbA têm um comprometimento da sua capacidade 

de aprendizado. No entanto, o resultado mostra que camundongos iNOS -/- têm 

desempenho similar ao controle não-infectado e não apresentam a perda dessa 

capacidade, sugerindo, novamente, que a ausência da enzima iNOS confere 

proteção quanto às funções cognitivas durante a infecção 
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Figura 11 - Avaliação da capacidade de aprendizado de camundongos iNOS-/-  durante a 

malária cerebral experimental através do Labirinto aquático de Morris (Water Maze). 

Camundongos C57BL/6 (n=6-10/grupo), iNOS-/- e wild-type, foram infectados com 106 PRBC com P. 

berghei ANKA e tratados do dia 6 ao 12 pós-infecção com cloroquina (25 mg/kg p.c. v.o). No 15o 

dia, os animais foram colocados em uma piscina com uma plataforma submersa e foram treinados 

a aprenderem o labirinto até a plataforma. Foram realizadas três sessões treinos no mesmo dia. 

Após 24 horas foi avaliado o aprendizado dos animais baseado no tempo de deslocamento até a 

plataforma. * p<0,05 pelo teste T de Student. 

 

4.4 Avaliação da expressão de iNOS em camundongos iNOS-/- durante a 

malária cerebral experimental 

O resultado abaixo (Figura 12) mostra as variações observadas na 

expressão da enzima iNOS, que são comuns durante desafios infecciosos. O 

gráfico mostra que, durante a infecção por Plasmodium berghei ANKA, existe 

aumento significativo da expressão de mRNA da enzima iNOS em amostras de 

hipocampo coletadas no 6 dia após a infecção. Ainda, na Figura 12, como 

esperado, os animais iNOS-/- apresentaram níveis considerados nulos para essa 

enzima, o que confere confiabilidade aos estudos realizados neste projeto. 
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Figura 12 - Avaliação da expressão de iNOS em camundongos iNOS-/- infectados com 

Plasmodium berghei ANKA. 12A - Figura representativa da eletroforese para produto de PCR.12B 

-Amostras de hipocampo de animais (n = 3/grupo) infectados com PbA foram coletadas no 6º dia de 

infecção e analisadas por PCR-RT. *p<0.05, T test de Student. 

 

4.5 Avaliação da produção de citocinas pró-inflamatórias em camundongos 

C57BL/6 iNOS-/- infectados com Plasmodium berghei ANKA 

 A patogênese da malária cerebral está associada, dentre outros fatores, 

a montagem de resposta inflamatória relacionada a presença do parasita. Esse 

evento conta com o aumento da produção de citocinas que, durante uma resposta 

excessiva, podem contribuir para os danos teciduais observados. As Figuras 13A e 

13B mostram a análise de duas importantes citocinas envolvidas, TNF-α e INF-γ, 

envolvidas na ativação endotelial e ativação de células inflamatórias. Podemos 

observar que, camundongos infectados com PbA apresentam níveis 

significativamente elevados se comparados ao controle não-infectado. Entretanto, 

para camundongos infectados que não apresentam a enzima iNOS, os níveis das 

citocinas descritas permanecem similares ao controle não-infectado. 
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Figura 13 - Avaliação da produção de citocinas pró-inflamatórias em camundongos iNOS-/- 

infectados com Plasmodium berghei ANKA. Amostras de sangue foram coletadas de 

camundongos infectados (n = 3/grupo) no 6º dia de infecção. As amostras foram centrifugadas a 

2500 rpm por 10 minutos para a obtenção do soro e análise de citocina TNF-α (13A) e INF-γ (13B). 

*p <0,05, ANOVA test, post-hoc Tukey. 

 

4.6 Avaliação da produção de espécies reativas em camundongos C57BL/6 

iNOS-/- durante a malária cerebral experimental 

O estresse oxidativo é uma condição frequentemente observada em 

doenças com caráter neurodegenerativo (Hernandes et al., 2014; Kim et al., 2015). 

A Figura 14 mostra os gráficos correspondentes a produção de espécies reativas 

entre os grupos em estudo a partir de dados referentes à análise de malondialdeído 

(MDA, um marcador de peroxidação lipídica) e da oxidação de grupamentos tióis 

proteicos, marcadores de estresse oxidativo, no cérebro de animais infectados com 

PbA. Animais wild-type infectados apresentam aumento na produção de MDA (14A) 

e redução da quantidade de tióis totais (14B) comparado com o grupo controle não 

infetado. A Figura 14A mostra que animais iNOS-/- infectados apresentam níveis 

significativamente reduzidos de MDA se comparados ao controle wild-type 

infectado. Na Figura 14B, observamos menor oxidação dos grupamentos tióis, 

portanto, maior quantidade de tióis totais em animais iNOS-/- comparado com o 

controle infectado. Em ambos os casos, observamos que a enzima iNOS interfere 

na quantidade de espécies reativas presentes e parece influenciar na patogênese 

da doença. 

A                                                                                                                   B                                                                                                                   
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Figura 14 - Avaliação de estresse oxidativo no tecido cerebral de camundongos wild-type e 

iNOS-/- infectados ou não com Plasmodium berghei ANKA no 6º dia após a infecção. 13A- A 

Figura mostra a produção de MDA entre os grupos experimentais. 13B – A figura demonstra a 

análise de quantificação de tióis totais em animais wild-type e iNOS-/-  infectados por PbA (n=6-

10/grupo, repetição de 3 experimentos. * p<0,05 pelo teste ANOVA, post-hoc Tukey. 

 

4.7 Avaliação da atividade de Mieloperoxidase (MPO) em camundongos 

C57BL/6 iNOS-/-  durante a malária cerebral experimental 

A mieloperoxidase é uma heme peroxidase presente nos grânulos de 

neutrófilos que auxilia no combate a patógenos. Essa enzima atua através da 

geração de espécies oxidantes, sendo normalmente, benéfica para o organismo. 

No entanto, estímulos inapropriados podem levar a geração de uma alta quantidade 

de espécies reativas nos sítios inflamatórios, o que pode ocasionar danos teciduais 

(Davies MJ, 2011). A Figura 15 mostra que existe um aumento de atividade de MPO 

em animais wild-type infetados com PbA em relação ao controle não-infectado. 

Esse aumento não foi observado em animais iNOS-/-, que mantêm essa atividade a 

níveis próximos do controle. 
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Figura 15 - Avaliação da atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido cerebral de 

camundongos wild-type e iNOS-/- infectados ou não com Plasmodium berghei ANKA no 6º dia 

após a infecção (n=6-10/grupo; repetição de 3 experimentos). *p<0,05 pelo teste de ANOVA com 

post-hoc teste de Tukey. 

 

4.8 Avaliação de mortalidade e parasitemia em camundongos  C57BL/6 

submetidos à inibição farmacológico da enzima iNOS através do tratamento 

com aminoguanidina 

Com o objetivo de comparar e propocionar uma nova forma de se 

analisar os efeitos da redução da disponibilidade de óxido nítrico (NO) excessivo 

proveniente da iNOS super-expressa em condições patológicas, foi utilizado o 

inibidor farmacológico aminoguanidina (AG) (100 mg/kg p.c. via i.p.). A droga foi 

administrada do dia 3 ao dia 6 após a infecção. 

Na Figura 16A é demonstrada a curva de mortalidade comparativa entre 

camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA) tratados ou não 

com AG. Podemos observar que, também nesse caso, não houve diferença de 

mortalidade entre os grupos investigados. O tratamento com aminoguanidina não 

impediu o desenvolvimento da infecção, e  ambos os grupos infectados, tratado ou 

não, mostraram parasitemia similar ao 6º dia após a infecção, como pode ser 

observado na Figura 16B . 
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A                                                                                        B 

 

Figura 16 - Avaliação de curva de mortalidade e parasitemia de camundongos C57BL/6 

infectados com PbA tratados ou não com aminoguanidina. 15A-Avaliação da mortalidade entre 

camundongos infectados (n=6-10/grupo) tratados com AG em comparação com infectados não 

tratados, no sexto dia pós-infecção. Não houve diferença estatística entre os grupos Log-rank 

(Mantel-Cox) 15B-Parasitemia de camundongos C57Bl/6 tratados com AG comparada com 

camundongos não tratados durante a infecção por Plasmodium berghei ANKA. Não houve diferença 

estatística entre os grupos pelo teste T de Student. 

 

4.9 Avaliação do escore clínico de camundongos C57BL/6 tratados com a 

droga aminoguanidina durante a malária cerebral experimental 

Como descrito anteriormente para camundongos iNOS-/-, no 6º dia após 

a infecção com PbA é realizada a avaliação dos sinais clínicos de malária grave. A 

Figura 17 mostra o escore clínico obtido de camundongos infectados tratados ou 

não com a droga aminoguandina. Podemos observar diferença significativa entre 

as análises de escore clínico dos grupos estudados, porém o tratamento com o 

inibidor da enzima iNOS não impediu o desenvolvimento da malária grave.  
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Figura 17 - Avaliação do escore clínico em camundongos C57BL/6 infectados com PbA 

tratados ou não com aminoguanidina. O estabelecimento de malária cerebral com detecção dos 

sintomas relacionados foi analisado em camundongos (n=6-10/grupo; repetição de 3 experimentos) 

submetidos à inibição da enzima iNOS pelo tratamento com aminoguanidina no sexto dia pós-

infecção. Os dados estão representados em média ± desvio padrão. * p<0,05 pelo test T de Student. 

 

4.10 Avaliação do dano cognitivo em camundongos C57BL/6 submetidos à 

inibição de iNOS pelo tratamento com aminoguanidina durante a malária 

cerebral experimental 

As figuras abaixo apresentam as análises de capacidade cognitiva em 

camundongos C57BL/6 tratados com inibidor farmacológico específico da enzima 

iNOS, aminoguanidina (AG), após o desenvolvimento da malária cerebral 

experimental. Esse tratamento foi feito dos dias 3 ao 6 após a infecção e de maneira 

a se avaliar a prevenção de déficits cognitivos em camundongos infectados sujeitos 

ao tratamento comparado aos infectados não-tratados. 

A Figura 18 mostra o resultado do teste freezing associado a memória 

aversiva. Observamos que camundongos infectados com PbA apresentam menor 

tempo de freezing (p<0,05 de Tukey) se comparados ao controle não infectado. 

Assim, como o que foi visto em camundongos iNOS-/-, a inibição dessa enzima pelo 

tratamento com aminoguanidina parece proteger os camundongos quanto a perda 

de memória, de modo que, camundongos infectados e tratados com AG 

apresentam tempo de freezing similar ao observado no grupo controle não-

infectado. 
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Figura 18 - Avaliação de dano cognitivo pelo teste freezing em camundongos infectados 

tratados ou não com aminoguanidina. Camundongos C57BL/6 (n=6-10/grupo; repetição de 2 

experimentos) foram infectados com 106 PRBC com P. berghei ANKA e submetidos ou não ao 

tratamento com AG do 3º ao 6º dia após a infecção. Durante os dias 6 ao 12 pós-infecção, os 

camundongos receberam o tratamento com cloroquina (25 mg/kg p.c. v.o). No 15o dia durante a 

sessão treino os animais receberam um choque de 0.6 mA (3 s) 3 minutos após serem colocados 

na caixa e outro 30s após o primeiro. Após 24 horas (teste) foi avaliada a possível formação de dano 

cognitivo representado pelo tempo de movimento dos animais na caixa de avaliação * p<0,05 pelo 

teste ANOVA, post-hoc Tukey. 

 

A Figura 19 mostram o resultado da capacidade de aprendizado e a 

avaliação de memória espacial em camundongos C57BL/6 tratados ou não com 

aminoguanidina pelo teste labirinto aquático de Morris (Water Maze). Mais uma vez, 

o resultado corrobora ao que antes já foi observado em camundongos iNOS-/-. 

Camundongos C57BL/6 tratados com aminoguanidina mantém a capacidade de 

aprendizado que é perdida durante a infecção com PbA (Figura 19A). Além disso, 

também foi observado que a infecção induz déficits de formação e consolidação de 

memória, o que não ocorre quando os camundongos são submetidos ao tratamento 

com a droga aminoguanidina (Figura 19B). Esse resultado indica, mais uma vez, 

que o bloqueio de enzima iNOS, possivelmente pela redução de NO a níveis 

fisiológicos, confere proteção quanto às funções cognitivas durante a infecção. 
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 Figura 19 - Avaliação da capacidade de aprendizado (19A) e memória espacial (19B) em 

camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados ou não com 

aminoguanidina através do Labirinto aquático de Morris (Water Maze). Camundongos C57BL/6 

(n=6-10/grupo) foram infectados com 106 PRBC com P. berghei ANKA e tratados ou não com 

aminoguanidina do 3º ao 6º dia após a infecção. Os camundongos foram tratados do dia 6 ao 12 

pós-infecção com cloroquina (25 mg/kg p.c. v.o). No 15o dia, os animais foram colocados em uma 

piscina com uma plataforma submersa e foram treinados a aprenderem o labirinto até a plataforma. 

Foram realizadas 4 sessões treino. A última sessão treino (4º dia) corresponde ao dado de avaliação 

da capacidade de aprendizado dos animais baseado no tempo de deslocamento até a plataforma. 

Após 24 horas (5º dia), a plataforma foi retirada e foi avaliada a formação e consolidação de 

memória, avaliando-se o tempo de permanência dos camundongos no quadrante em que a 

plataforma se encontrava anteriormente. * p<0,05 pelo ANOVA test, pos-hoc Tukey. 

 

4.11 Avaliação da expressão de moléculas de adesão em camundongo 

C57BL/6 infectados com PbA tratados ou não com aminoguanidina 

A ativação endotelial é bem descrita na literatura durante o quadro de 

malária cerebral como um evento que acompanha o sequestro de hemácias 

parasitadas e que está associado ao aumento na expressão de moléculas de 

adesão. A Figura 20 mostra a análise da expressão de ICAM-1, uma importante 

proteína envolvida nesse processo, em camundongos tratados com 

aminoguanidina durante a malária cerebral experimental. Observamos que, 

camundongos infectados com PbA sofrem aumento (*P<0,05 teste de Tukey) na 

expressão de ICAM-1 comparado ao controle não infectado e que é inibido pelo 

tratamento com aminoguanidina. 
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Figura 20 - Avaliação da expressão de ICAM-1 em camundongos infectados com Plasmodium 

berghei ANKA tratados ou não com aminoguanidina. Amostras de córtex de animais infectados 

(n = 3/grupo) com PbA foram coletadas no 6º dia de infecção e analisadas por qRT-PCR. *p<0,05, 

ANOVA test, post-hoc Tukey  

 

4.12 Avaliação da produção de citocinas pró-inflamatórias em camundongos 

C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados com 

aminoguanidina 

A produção de citocinas no parênquima cerebral pode ser observada em 

função da neuroinflamação estabelecida no curso da malária cerebral. A Figura 21 

mostra o gráfico representativo da expressão da citocina TNF-α no cérebro de 

camundongos infectados com PbA, tratados ou não com aminoguanidina. O 

resultado mostra que existe um aumento significativo de expressão de TNF-α após 

o 6º dia da infecção com PbA. No entanto, o uso da droga AG conteve esse 

aumento, de modo que, camundongos infectados tratados com AG mostraram 

níveis normais de TNF-α no tecido cerebral. 
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Figura 21 – Avaliação da expressão de TNF-α no cérebro de camundongos infectados com 

Plasmodium berghei ANKA tratados ou não com aminoguanidina. Amostras de hipocampo 

coletadas no 6ºdia após a infecção foram submetidas a análise por qRT-PCR (n = 3/grupo). *p<0,05, 

ANOVA test, post-hoc Tukey 

 

4.13 Avaliação da ativação de Microglia em Camundongos C57BL/6 tratados 

com aminoguanidina durante a malária cerebral experimental 

A microglia é uma célula com importante papel em desordens 

neurológicas.  Em condições normais a microglia apresenta-se rica em 

ramificações, assumindo um perfil pouco ou não ativado. Devido ao processo de 

neuroinflamação característico de patologias neurológicas, a microglia passa a 

apresentar sua forma ativa, com perfil pró-inflamatório (M1). Na forma ativada, a 

microglia apresenta mudanças morfológicas e passa a apresentar um formato 

amebóide e número reduzido de ramificações. 

Observamos na figura 22 cortes histológicos da região CA1 do 

hipocampo marcados com Iba-1, um marcador de microglia ativada. Camundongos 

infectados com PbA apresentam ativação da micróglia se comparado ao controle 

não-infectado, demonstrado pelo aumento da intensidade de fluorescência para o 

marcador Iba-1 (Figura 22). Em camundongos infectados, as células apresentam-

se mais circulares e redução das ramificações. Podemos observar ainda que, em 

camundongos infectados tratados com a droga aminoguanidina, a ativação de 

micróglia manteve-se a níveis normais, com padrões morfológicos similares aos 

encontrados no controle não-infectado. 
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Figura 22- Avaliação da ativação de micróglia em camundongos infectados com Plasmodium 

berghei ANKA tratados ou não com aminoguanidina. Foram realizados cortes histológicos da 

região CA1 a partir de amostras cerebrais (n = 3/grupo) coletadas no 6º dia após a infecção. Esses 

cortes foram marcados com anticorpo anti-Iba-1 e fotografados por microscópio de fluorescência 

(objetiva de 20x) e microscópio confocal (objetiva de 63x). A análise de quantificação de micróglias 

ativadas foi feita com o auxílio do plugin cell counter do programa ImageJ. * p<0,05 pelo teste T de 

Student 
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4.14 Avaliação da expressão de iNOS em camundongos C57BL/6 tratados 

com aminoguanidina durante a malária cerebral experimental 

A enzima iNOS, presente, principalmente, em células inflamatórias, tem 

sua expressão aumentada em situações que exijam a defesa do organismo e 

produção de espécies reativas. Durante a malária cerebral, o aumento de 

expressão da iNOS parece ser deletério e contribuir com a progressão da doença 

(Maneerat et al.,2000). A Figura 23 mostra o gráfico de avaliação da expressão da 

enzima iNOS no córtex de camundongos infectados com PbA tratados ou não com 

aminoguanidina no 6º dia após a infecção. Podemos observar na figura abaixo, que 

não houve diferença significativa entre os grupos em estudo. 
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Figura 23 - Avaliação da expressão de iNOS em camundongos infectados com Plasmodium 

berghei ANKA tratados ou não com aminoguanidina. Amostras de córtex de animais infectados 

(n = 3-5/grupo) com PbA foram coletadas no 6º dia de infecção e analisadas por qRT-PCR. Não 

houve diferença estatística entre os grupos pelo teste T de Student. 

 

4.15. Avaliação de apoptose neuronal em camundongos C57BL/6 tratados 

com aminoguanidina durante a malária cerebral experimental                            

 

A malária cerebral se caracteriza por eventos que levam a danos 

teciduais e sequelas cognitivas. Essas, podem estar relacionadas a perdas 

neuronais por ativação de processos de morte celular. A Figura 24 mostra a 

avaliação de morte apoptótica neuronal em camundongos infectados com PbA 

submetidos ou não ao tratamento com aminoguanidina no 6º dia após a infecção, 



58  

através do aumento nos níveis de caspase-3 em sua forma ativa, clivada, em 

amostras de córtex e hipocampo. Nas Figuras 24A e 24B, observamos, no córtex e 

no hipocampo, respectivamente, aumento nos níveis de caspase-3 clivada (*p<0,05 

teste de Tukey) durante a infecção com PbA. Na Figura 24A, podemos ver ainda, 

que o uso da droga aminoguanidina impediu o aumento de caspase-3 clivada no 

córtex, sugerindo que a inibição de iNOS, nesse caso, possa conferir proteção em 

relação à apoptose neuronal. Na Figura 24B, não foi observada diferença 

significativa em relação aos níveis de caspase-3 clivada no hipocampo de 

camundongos infectados tratados ou não com aminoguanidina. 

 

 

 

Figura 24 – Avaliação dos níveis de caspase-3 clivada em camundongos infectados com 

Plasmodium berghei ANKA tratados ou não com aminoguanidina. 23A - Níveis de caspase-3 

clivada no córtex. 23B - Níveis de caspase-3 clivada no hipocampo. 23C - Figura representativa da 

análise de capase-3 clivada no córtex. 23D - Figura representativa da análise de caspase-3 clivada 

no hipocampo. (n = 3-5/ grupo) *p<0,05 ANOVA post-hoc Tukey 
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4.16 Avaliação do bloqueio de nNOS na disfunção cognitiva observada 

durante a malária cerebral experimental 

 
 

A enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) é muito importante, 

principalmente, quanto ao papel do óxido nítrico na transmissão sináptica e para 

o processo de memória e aprendizagem. Ocorre que, assim como iNOS, a NOS 

neuronal está associada a muitas neuropatologias, especialmente, quanto a 

participação em processos de excitotoxicidade. Utilizamos o 7-nitrindazol (25mg 

/ kg via oral), um inibidor de NOS que parece ser preferencialmente seletivo para 

nNOS (Sun et al., 2005; Rajasekaran, 2005).  A Figura 25 mostra que, durante 

a infecção com Plasmodium berghei ANKA, o tratamento com 7-nitroindazol 

foi promissor em proteger os camundongos das disfunções cognitivas, 

observadas em camundongos    infectados não tratados. A Figura 25A mostra a 

eficácia do tratamento na manutenção da capacidade de aprendizado que é 

perdida durante a malária cerebral experimental. A Figura 25B mostra, ainda, a 

proteção do tratamento quanto a perda de memória. O resultado sugere não 

somente um novo alvo a ser estudado, mas também corrobora os dados obtidos 

com a iNOS até aqui, pois indica que qualquer perturbação nos níveis fisiológicos 

de óxido nítrico, possivelmente devido ao seu potencial de formar espécies 

reativas em condições patológicas, parece ser prejudicial durante a patogênese 

da malária cerebral.
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Figura 25 - Avaliação da capacidade de aprendizado (24A) e memória espacial (24B) em 

camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados ou não com 7- 

nitroindazol através do Labirinto aquático de Morris (Water Maze). Camundongos C57BL/6 

(n=6-10/grupo) foram infectados com 106 PRBC com P. berghei ANKA e tratados ou não com 7- 

nitroindazol do 6º ao 12° dia após a infecção em conjunto com antimalárico. Os camundongos foram 

tratados com cloroquina por 7 dias, iniciando no dia 6 pós-infecção (25 mg/kg p.c. v.o). No 15o dia, 

os animais foram colocados em uma piscina com uma plataforma submersa e foram treinados a 

aprenderem o labirinto até a plataforma. Foram realizadas 4 sessões treino. A última sessão treino 

(4º dia) corresponde ao dado de avaliação da capacidade de aprendizado dos animais baseado no 

tempo de deslocamento até a plataforma. Após 24 horas (5º dia), a plataforma foi retirada e foi 

avaliada a formação e consolidação de memória, avaliando-se o tempo de permanência dos 

camundongos no quadrante em que a plataforma se encontrava anteriormente.   * p<0,05 pelo 

ANOVA test, pos-hoc Tukey.
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5. DISCUSSÃO 

A malária é, ainda nos dias de hoje, um sério problema de saúde pública 

e afeta, principalmente, as populações pobres de áreas tropicais e subtropicais. Em 

2016, mais 400 mil óbitos foram notificados (OMS, 2016). A malária cerebral é uma 

das formas mais graves observada e conta com altos índices de mortalidade (OMS, 

2016; Idro et al., 2016). 

A malária cerebral é uma complicação neuropatológica grave causada 

pela infecção por Plasmodium falciparum (Sahu et al., 2015). As principais 

manifestações clínicas observadas são perda da consciência e coma e, dos 

pacientes que sobrevivem, cerca de 25% podem apresentar sequelas cognitivas 

decorrentes do comprometimento do sistema nervoso central (Idro et al., 2016). 

Boivin e colaboradores (2007) descreveram a malária cerebral como a principal 

causa do déficit cognitivo observado em crianças de áreas endêmicas, 

caracterizado por disfunções de longo prazo, incluindo dificuldades de linguagem, 

problemas comportamentais, déficits de atenção e memória (Bagirana et al., 2011). 

Esses danos ocorrem independentemente da administração de antimaláricos nos 

pacientes, o que demonstra a necessidade da busca por novas terapias voltadas à 

prevenção e/ou reversão desse quadro. 

Este estudo visa à análise dos efeitos da enzima iNOS durante o curso 

da malária cerebral experimental. Muitos trabalhos já verificaram a ocorrência de 

uma expressão elevada de iNOS por células do sistema imune ativadas por 

citocinas pró-inflamatórias quando há uma desregulação homeostática 

(Nahrevanian, 2006; Maiti et al., 2009). Isso também pode ser observado em 

células do sistema nervoso central, como microglia e astrócitos, que se tornam 

ativadas frente ao aumento de citocinas pró-inflamatórias que atuam sobre o tecido 

cerebral em consequência da perda da integridade da barreira hematoencefálica 

(Liu et al., 2012). O aumento da expressão da enzima iNOS provoca o aumento 

da concentração de NO, uma molécula de grande importância na malária cerebral 

cujo papel ainda é pouco compreendido e dá margem à diversos questionamentos 

quanto a sua atuação prejudicial ou benéfica, na patogênese da doença (Anstey et 

al., 1996; Maneerat et al., 2000; Nahrevanian,2006; Eisenhut, 2014; Predonzani et 

al., 2015). Neste trabalho, utilizamos camundongos deficientes de enzima iNOS
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submetidos ao modelo experimental de infecção com Plasmodium berghei ANKA. 

Observamos em nossas análises que animais C57BL/6 wild-type e iNOS-/- 

infectados com PbA não mostraram diferenças em relação à parasitemia ou 

sobrevida durante a infecção. Esses dados são condizentes com estudos 

realizados anteriormente, que também mostraram que a ausência de iNOS não 

interfere na carga parasitária em modelos murinos de malária (Favre et al.,1999 

a,b). No presente estudo, verificamos que houve aumento de parasitemia a níveis 

superiores a 10% no 6º dia de infecção e mortalidade presente já no 7º dia, o que 

indica que a deficiência da enzima iNOS não interfere no crescimento e 

multiplicação do parasita durante o curso infeccioso. 

A análise de alterações neurológicas é importante em doenças que 

afetam o sistema nervoso central, pois são indicadores da gravidade da doença. 

Como ferramenta para a análise dos danos neurológicos associados à malária 

cerebral experimental, a utilização do protocolo SHIRPA é de grande importância 

(Rogers et al., 2001; Martins et al., 2010). Segundo Reis e colaboradores (2010), 

camundongos C57BL/6 infectados com PbA demonstram, no 6º dia de infecção, 

alterações de reflexo e função sensorial, no comportamento motor e na função 

autônoma, além de alterações no tônus muscular e força quando submetidos aos 

testes do SHIRPA. A partir de observações do nosso grupo, detectou-se que 

presença de 4 ou mais alterações é correspondente à presença de petéquias 

cerebrais, condição observada no estabelecimento da malária cerebral (dados não 

mostrados). Neste trabalho utilizamos parâmetros baseados no protocolo SHIRPA 

para a avaliação de sinais clínicos específicos associados a malária grave, e que 

poderiam estar relacionadas com a patologia cerebral. Segundo nossos resultados 

a ausência da enzima iNOS teve interferência quanto a gravidade da infecção. 

Observamos que camundongos iNOS-/- infectados com PbA sofrem reduções 

significativas no escore clínico se comparado ao controle wild-type infectado, e não 

desenvolvem a malária grave. 

Em doenças neurodegenerativas, déficits de memória e aprendizagem 

são constantemente observados (Hugo and Ganguli, 2014). Em observações 

clínicas, é visto que perdas cognitivas podem ocorrer, também, em doenças 

infecciosas graves (Boivin et al., 2007; Annane et al., 2015). De fato, pacientes que 
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sobrevivem a malária cerebral apresentam dano cognitivo mesmo após o 

tratamento com antimaláricos, o que exige a busca de novos tratamentos (Idro et 

al., 2010a, Idro et al., 2010b). No trabalho aqui exposto, grupos experimentais foram 

submetidos à avaliação cognitiva de perda de memória após o tratamento com 

cloroquina (25 mg/kg v.o.). 

Como descrito anteriormente, a memória pode ser dividida quanto ao 

seu conteúdo ou quanto ao tempo de duração (Izquierdo et al., 2013). Segundo 

Izquierdo (2008), os processos de evocação mostram claras diferenças quanto ao 

requerimento molecular entre as memórias de curta e longa duração. No primeiro 

caso, receptores glutamatérgicos AMPA são os principais envolvidos, enquanto que 

na memória de longa duração a ativação de receptores glutamatérgicos varia de 

acordo com a estrutura cerebral (região CA1 do hipocampo, córtex entorrinal, córtex 

parietal e cingulado anterior). Além disso, existem diferenças quanto a intervenção 

de fosfoquinases na evocação de ambas as memórias (Izquierdo, 2008).   Neste 

trabalho, analisamos tanto memórias de curta como de longa duração, avaliando 

possíveis déficits associados à formação de memória aversiva e memória espacial 

diante da deficiência da enzima iNOS durante a malária cerebral experimental. As 

memórias do tipo aversivo, bem como as associadas ao movimento e orientação 

no espaço, são memórias extremamente conservadas e largamente associadas à 

sobrevivência do ser no meio ambiente em que se encontra (Izquierdo and 

Medina,1997; Vorhees and Williams, 2014; Izquierdo et al., 2016). Utilizamos os 

testes de esquiva inibitória (escape ao estímulo aversivo) e o teste freezing 

(resposta condicionada ao medo), já largamente utilizados em laboratório, para a 

avaliação de memória aversiva (Izquierdo et al., 2016). A memória espacial foi 

averiguada através do desempenho dos camundongos no labirinto aquático (Water 

Maze) (Vorhees and Williams, 2014). Os resultados obtidos na execução dos testes 

comportamentais mostraram que camundongos infectados iNOS-/- não 

desenvolvem sequelas cognitivas, indicando que reduções nos níveis de NO 

durante a patologia parecem oferecer melhores prognósticos. 

A malária cerebral é uma patologia complexa que apresenta diversos 

mecanismos envolvidos em seu processo de formação. A oclusão da 

microvasculatura cerebral decorrente do fenômeno de citoaderência e a intensa 

resposta inflamatória associada à presença do parasita são os principais fatores 
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envolvidos (Craig et al., 2012; Hansen, 2012). Citocinas pró-inflamatórias são de 

suma importância na coordenação dos eventos patogênicos posteriores. Nesse 

contexto, TNF-α e INF-γ são bem descritas e atuam tanto na ativação do endotélio 

quanto na ativação dos leucócitos que são recrutados por quimiocinas para o local 

do sequestro e contribuem com a exacerbação do processo inflamatório podendo 

comprometer a integridade da barreira hematoencefálica (Ioddanis et al., 2013; 

Kinra and Dutta, 2013; Hunt et al., 2014). Nossos resultados mostraram que 

camundongos iNOS-/-   infectados com PbA apresentam níveis significativamente 

reduzidos de TNF-α e INF-γ no soro quando comparados com o controle wild-type 

infectado. A ausência da iNOS parece ser benéfica e reduzir os eventos 

inflamatórios envolvidos no estabelecimento da malária cerebral. Isso, 

provavelmente, ocorre em virtude do controle dos níveis de óxido nítrico, permitindo 

que as funções fisiológicas dessa molécula sejam mantidas, o que tem sido 

mostrado, em diversos trabalhos, ser de suma importância para a prevenção da 

doença em modelos experimentais (Cabrales et al., 2011, Carvalho et al., 2014). 

No entanto, alguns trabalhos também têm sugerido que NO produzido em grandes 

concentrações pela iNOS possa modular positivamente a expressão de 

mediadores inflamatórios como COX-2 diante de um desafio patológico (Yuste et 

al., 2015), porém este fenômeno precisa ser melhor investigado. 

As complicações da malária cerebral têm sido largamente associadas 

a desregulação da resposta imunológica (Pradhan and Ghosh, 2013).  A 

atividade exacerbada de células imunológicas tem como um dos efeitos o 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio 

(RNS) que sobrepõem a atividade dos antioxidantes e causam o estresse 

oxidativo (Percário et al., 2012). Um dos fatores associados é o aumento da 

produção de NO via NOS induzível. Em nossas análises mostramos que a enzima 

iNOS sofre aumento de expressão durante a malária cerebral experimental.   Em 

condições de estresse oxidativo, o NO pode se associadas espécies reativas 

de oxigênio formando intermediários reativos de nitrogênio (RNS), como o 

peroxinitrito (Radi, 2013). Essa molécula é altamente reativa e está envolvida em 

vários eventos danosos ao organismo, podendo causar danos a níveis celulares 

e moleculares (Prolo et al., 2014). Avaliamos o efeito da ausência de iNOS e, 

consequentemente, de NO oriundo dessa enzima, através da quantificação de 
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indicadores clássicos dos processos oxidativo. Níveis de MDA (malondaldeído) 

provenientes da peroxidação lipídica e a quantidade de grupamentos tiós totais 

foram verificados. Observamos que os níveis de MDA mostraram-se 

significativamente reduzidos em camundongos iNOS-/- se comparados ao controle 

wild-type infectado. Com a menor oxidação, camundongos iNOS-/- apresentaram 

aumento na quantificação de tiós totais em relação ao controle infectado. 

Ainda nesse contexto, também avaliamos a atividade de 

mieloperoxidase. A mieloperoxidase é uma heme peroxidase presente nos grânulos 

intracelulares de fagócitos, que auxilia no combate a invasores pelo sistema imune 

e tem como um dos mecanismos de atuação a geração de espécies oxidantes que, 

normalmente, é benéfica para o organismo (Davies MJ, 2011). No entanto, sítios 

inflamatórios têm sido associados com danos teciduais, de modo que estímulos 

nocivos podem levar essa enzima a gerar uma alta quantidade de espécies reativas 

que levam a diversas injúrias, incluindo desordens neurodegenerativas (Davies MJ, 

2011; Ray and Katyal, 2016). Em nossas observações, mostramos que 

camundongos iNOS-/- apresentam uma redução na atividade de MPO se 

comparados com o grupo wild-type infectado. Esse dado reforça a idéia de que o 

óxido nítrico, em condições de adversidade, contribua com o processo inflamatório 

e pró-oxidativo estabelecido. 

Além dos estudos realizados em camundongos iNOS-/-, este trabalho 
 

abordou a utilização de aminoguandina, um inibidor farmacológico específico para 

a enzima. Essa estratégia foi utilizada de modo a corroborar os dados já obtidos, 

reforçando a tese de o bloqueio de NO proveniente de iNOS possa favorecer um 

maior controle da doença, principalmente, a nível cognitivo. 

Assim como já observado nas avaliações feitas em camundongos  

iNOS-/-, o uso da aminguanidina como intervenção farmacológica não promoveu 

alterações quanto aos níveis parasitêmicos ou mortalidade averiguada. Favre e 

coloboradores (1999 b) já haviam demonstrado que, assim como em observado 

para iNOS-/-, o tratamento com aminoguanidina não interfere na susceptibilidade à 

infecção durante o modelo experimental de malária cerebral. Além disso, o uso da 

droga, diferentemente do que foi observado anteriormente nas análises com 

knockout, não foi capaz de proteger os animais do desenvolvimento de malária 

grave, apesar de haver diferença significativa de escore clínico entre os grupos 
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infectados tratados e não tratados com aminoguanidina.  Segundo Asensio e 

colaboradores (1993) a inibição farmacológica de enzimas NOS demonstra 

ineficácia na prevenção da malária grave, o que possivelmente justifica a diferença 

observada entre as duas estratégias abordadas. No entanto, com a administração 

de aminoguanidina, mais uma vez se observou proteção quanto a formação de 

sequelas cognitivas observadas após a recuperação da infecção com antimalárico, 

corroborando a idéia de que mudanças na sinalização nitrérgica homeostática 

possam participar do estabelecimento de disfunções observadas durante a malária 

cerebral experimental. 

As investigações acerca da malária cerebral mostram que a ativação 

endotelial é um dos eventos primários observados, ocorrendo subsequentemente 

ao sequestro de hemácias parasitadas e ao aumento de produção de citocinas pró- 

inflamatórias (Storm and Craig, 2014). As células endoteliais sob estímulos 

inflamatórios regulam a expressão de moléculas de adesão, que aumentam durante 

o processo infeccioso e auxiliam a progressão da doença. Dentre essas, destaca- 

se ICAM-1 (molécula de adesão endotelial intracelular-1), que atua como receptor 

para o ligante PfEMP-1 presente em hemácias parasitadas e também para ligantes 

presentes nos leucócitos, contribuindo com a evolução da malária cerebral (Adukpo 

et al., 2013; Mandala et al., 2015).Nossas análises mostraram que camundongos 

tratados com aminoguandina após a infecção com PbA não apresentam expressão 

aumentada de ICAM-1 como observado em camundongos infectados não tratados 

e, portanto, que a inibição de iNOS parece ter alguma influência em relação a 

ativação endotelial associada a patologia. Isso decorre, possivelmente, em função 

da redução da liberação de citocinas pró-inflamatórias, como foi observado em 

iNOS-/-. No entanto, mais estudos precisam ser realizados para melhor elucidar 

esse dado em relação ao tratamento com a droga aminoguanidina. 

A ativação da resposta imunológica, com plena atividade das células 

citotóxicas, e o estresse oxidativo observado são eventos relacionados à processos 

apoptóticos neurodegenerativos durante a malária cerebral, e podem estar 

envolvidos no comprometimento cognitivo. (Wiese et al., 2006). A inflamação causa 

o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefálica e a quebra da mesma 

é consequência do dano endotelial provocado pela congestão dos vasos cerebrais 

e pelo estresse oxidativo seguido de apoptose ao qual as células endoteliais são 
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submetidas (Punsawad et al., 2013; Liu et al., 2016). Isso facilita o contato das 

citocinas pró-inflamatórias com o sistema nervoso central e a ativação de células 

gliais (Mander and Brown, 2005). A exemplo de células imunológicas do sistema 

periférico, microglia e astrócitos, células do sistema nervoso central, são ativadas 

frente a estímulos de perigo, sendo capazes de produzir citocinas e radicais livres 

no parênquima cerebral (Spanos et al., 2015; Lee and McLean, 2015). Nossos 

dados mostraram que, assim como observado no sangue para camundongos 

iNOS-/-, camundongos infectados tratados com aminoguanidina apresentam níveis 

reduzidos de TNF-α no cérebro comparado aos infectados não-tratados. Além do 

que já foi citado anteriormente, algumas vias de sinalização são ativadas por 

espécies reativas e também podem induzir o lançamento de citocinas pró-

inflamatórias (Genestra, 2007; Son et al., 2011). Assim sendo, acreditamos que, o 

controle na produção de intermediários reativos, já mostrado nesse trabalho, possa 

contribuir também com as reduções dos níveis de citocinas observados em ambas 

as análises. 

A microglia pode apresentar dois perfis de ativação diferentes, pró ou 

anti-inflamatório, dependendo das pistas presentes no ambiente em que se 

encontram (Cherry et al., 2014). Citocinas pró-inflamatórias polarizam a microglia 

em direção ao perfil M1, a favor da inflamação (Cherry et al., 2014). Esse evento já 

foi observado durante a malária cerebral experimental (Medana et al.,1997; Wiese 

et al., 2006). Cappucini e colaboradores (2016) demonstraram que existe um 

aumento na transcrição de genes associados com o perfil pró-inflamatório microglial 

durante a malária cerebral experimental. As mudanças de perfil observadas durante 

a ativação de micróglia são acompanhadas de mudanças morfológicas, e a 

polarização para perfil M1 apresentam fenótipo ameboide e contração 

citoplasmática, condizentes com a maior atividade das mesmas (Medana et 

al.,1997; Spanos et al., 2015). A ativação da microglia foi analisada nesse estudo 

com base na mudança morfológica típica de células ativadas, na região CA1 do 

hipocampo. Conforme descrito anteriormente, essa área participa do circuito de 

fibras nervosas envolvidas na transmissão sináptica associada a formação e 

consolidação de memória e qualquer insulto local pode estar associado a presença 

de déficit neurocognitivo. Os resultados obtidos em nossas análises mostraram 

que microglias da região CA1 do hipocampo apresentam um perfil de ativação 
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diferenciado entre os grupos tratados ou não com a droga aminoguanidina. 

Observamos que o tratamento com aminoguanidina restringiu a ativação de 

microglia submetidas a infecção com PbA, que demonstraram um perfil menos 

ativado com presença de ramificações e diferente do fenótipo amebóide encontrado 

no grupo não tratado. 

Microglias com perfil pró-inflamatório sofrem aumento de expressão de 

enzimas importantes na sua atividade, como a NADPH oxidase e a enzima iNOS 

(Mander and Brown, 2005). Esta última, classicamente expressa em fagócitos 

ativados, tem sido descrita como marcador chave de microglia no perfil M1(Chhor 

et al.,2013; Zaho et al., 2014). Como parte das análises deste projeto, a expressão 

da enzima iNOS foi averiguada, porém não foi constatado diferença significativa na 

expressão da enzima iNOS entre os grupos infectados tratados ou não com 

aminoguanidina. Apesar disso, o dado é importante, pois nos permite inferir que o 

efeito da droga seja na atividade e não na expressão enzimática. Contudo, isso 

precisa ser melhor analisado. 

A ativação crônica das células gliais e superexpressão das enzimas 

envolvidas favorece a neuroinflamação e a produção espécies reativas (ROS e 

RNS) no ambiente cerebral (Bernhardi et al.,2015). Isso pode ocasionar injúrias 

locais e desencadear cascatas de morte celular (Mendéz-Armenta et al., 2014). 

Ambas as vias, extrínseca e intrínseca, estão relacionadas aos processos 

apoptóticos das células neuronais e associadas às disfunções neurológicas 

observadas (Li et al., 2013). Neste trabalho, os níveis de caspase-3 clivada, comum 

às duas vias envolvidas na morte apoptótica, estavam reduzidos em camundongos 

infectados com PbA e tratados com aminoguanidina, nas regiões do córtex e do 

hipocampo, se comparados com o grupo infectado não tratado. Esse resultado 

demonstra que o bloqueio da atividade iNOS parece favorecer a sobrevida 

neuronal. 

O óxido nítrico é uma molécula produzida por 3 diferentes tipos de 

enzimas óxido nítrico sintase (NOS), o que já foi descrito anteriormente. Ocorre 

que, além da enzima iNOS, alguns autores têm sugerido que níveis desregulados 

de NO observados em disfunções neuropatológicas perpassem também por um 

possível aumento da isoforma neuronal de NOS, associando esse evento às 

sequelas cognitivas observadas (Liu et al., 2007). A enzima nNOS é encontrada, 
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majoritariamente, nas células neuronais e tem sido muito associada aos eventos 

de excitotoxicidade relacionados a doenças neurodegenerativas, em que seu 

aumento de expressão contribui com a produção de mais NO e favorece a formação 

de espécies reativas e a indução de diversas vias de morte celular no neurônio (Lai 

et al., 2014; Li et al., 2013).Outros trabalhos, no entanto, tem mostrado que a nNOS 

é importante no controle da função vascular, que é prejudicada durante a malária 

cerebral experimental (Ong et al., 2013). Resolvemos avaliar o efeito do bloqueio 

de nNOS em nosso modelo experimental, a fim de aprofundar nossas análises 

quanto a participação do óxido nítrico a níveis elevados no desenvolvimento do 

dano cognitivo associado a malária cerebral experimental. Nossas análises 

mostraram que, assim como já observado nos estudos em iNOS, o efeito do 

bloqueio de nNOS foi promissor em impedir o estabelecimento de dessas 

disfunções, o que demonstra que, de fato, produções excessivas de NO no curso 

da doença parecem ser prejudiciais. 

A enzima iNOS, foco deste trabalho, tem se mostrado cada vez mais, 

uma enzima de extrema importância em diversas patogenias e os resultados aqui 

expostos, sugerem sua relevância na progressão da malária cerebral, 

especialmente, na esfera cognitiva. A malária cerebral é composta por diversos 

eventos inflamatórios, oxidativos e vasculares associados. Este estudo buscou a 

compreensão do papel da enzima iNOS no contexto patogênico da doença. Em 

situações adversas, a enzima iNOS sofre aumento de expressão e responde 

elevando o aporte de NO a níveis acima dos fisiológicos, o que pode ser citotóxico 

para o organismo (Dreschel et al., 2012). Os resultados mostrados demonstram 

que, de fato, parece existir uma relação entre a enzima iNOS superexpressa e os 

eventos deletérios observados no curso da patologia, inclusive quanto ao 

surgimento de sequelas cognitivas observadas, sugerindo que a enzima iNOS 

possa ser um bom alvo terapêutico a ser estudado.



70  

 

 
 
 

6. CONCLUSÕES 
 

 
 

No presente estudo, utilizando o modelo murino com camundongos 

knockouts para a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e o tratamento 

com o inibidor seletivo da enzima iNOS, a aminoguanidina, foi avaliada a 

resposta da sua ausência ou bloqueio para prevenção dos eventos envolvidos 

na patogênese da malária cerebral, bem como dos danos cognitivos 

decorrentes da doença. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que: 

 
 

 A ausência da enzima ou o bloqueio farmacológico da enzima iNOS não 

afetaram a parasitemia ou a sobrevida dos animais durante a infecção com 

Plasmodium berghei ANKA; 

 
 

 Observou-se que camundongos iNOS-/-  não desenvolvem a malária grave. 

No entanto, essa proteção não foi observada pelo tratamento com inibidor 

farmacológico, aminoguanidina, apesar do efeito da droga na redução do 

escore clínico durante a infecção; 

 
 A ausência da enzima iNOS e o bloqueio farmacológico da enzima foram 

eficientes em reduzir os fatores relacionados com a patogenia da malária 

cerebral, como a liberação e a produção de citocinas pró-inflamatórias, o 

aumento na expressão de moléculas de adesão e a formação de espécies 

reativas; 

 
    O bloqueio de iNOS reduz o perfil ativado de microglia; 

 
 

 A ausência e o bloqueio da enzima iNOS interferem na formação do dano 

cognitivo, prevenindo-o em animais que sobreviveram a malária cerebral após 

o tratamento com anti-maláricos. As funções de memória, analisadas pelos 

testes de memória aversiva freezing e esquiva inibitória, foram mantidas em 

camundongos iNOS-/- ou submetidos ao inibidor farmacológico.
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7. PERSPECTIVAS 

 
 

Em camundongos iNOS-/-  ou submetidos ao bloqueio da enzima pelo 

inibidor aminoguanidina: 

 Avaliar a adesão e rolamento leucocitários nos vasos cerebrais, bem como o fluxo 

sanguíneo; 

 Continuar a investigar a liberação e produção de citocinas e quimiocinas pró- 

inflamatórias, como IL1β, KC, MCP-1 e RANTES; 

 Avaliar a ativação células gliais através da co-localização com marcadores de 

mudança de perfil inflamatório, iNOS e Arginase; 

    Avaliar a expressão do marcador de estresse nitrosativo, 3-nitrotirosina 
 

 Avaliar a expressão de BDNF, importante na formação e consolidação de 

memória.
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