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RESUMO 

A malária cerebral (MC) é uma das complicações mais graves resultante da 

infecção por P. falciparum e a principal causa de morte em crianças. O quadro de MC 

apresenta uma patogênese complexa, associado a complicações neurológicas 

provenientes de uma resposta imunológica exacerbada, bem como eventos 

hemorrágicos. Estudos descrevem uma retinopatia associada ao quadro, juntamente 

com um intenso processo de astrogliose nas proximidades de vasos que nutrem o 

tecido retiniano. O presente trabalho buscou caracterizar o processo inflamatório e as 

possíveis alterações neuroquímicas e eletrofisiológicas no tecido retiniano de 

camundongos albino suíço, quando inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium 

berghei (PbA). Camundongos albino suíço foram infectados com cepa PbA. Para 

caracterização do quadro de malária cerebral experimental (MCE) foram avaliados 

diversos parâmetros, como surgimento dos sinais clínicos, curva de sobrevivência, 

parasitemia (%), ganho de massa corpórea, permeabilidade vascular e quantificação de 

citocinas (TNF-α, IL-6 e IL-10) no tecido cortical. Para avaliarmos alterações na 

funcionalidade do tecido retiniano, utilizamos eletrorretinograma de campo total. Para 

a avaliação dos sistemas de neurotransmissão foi realizado ensaio de liberação e 

captação de glutamato e GABA que, posteriormente foi quantificado por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. Para análise da resposta inflamatória foi 

realizada a quantificação de citocinas (TNF-α, IL-6 e IL-10) no tecido retiniano. Após a 

caracterização do quadro de MCE nós observamos a diminuição da amplitude de onda-

b de cones e bastonetes, bem como aumento do tempo implícito de bastonetes, 

respostas mistas em diferentes intensidades e potencial oscilatório. Observamos 

aumento na liberação e captação de glutamato e, ainda, a ativação de uma via 

antiinflamatória no tecido retiniano. Este trabalho nos permitiu validar o modelo 

murino de MCE e caracterizar, pela primeira vez, alterações na funcionalidade do 

tecido retiniano, acompanhada de alterações no sistema glutamatérgico, bem como 

ativação de uma via antiinflamatória no tecido retiniano. 

 

Palavras-chave: Malária cerebral; PbA; Retinopatia; Eletrorretinograma; 

Neuroquímica. 
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ABSTRACT 

Cerebral malaria (CM) is one of the most serious complications resulting from 

infection by P. falciparum and the leading cause of death in children. The CM frame 

has a complex pathogenesis associated with neurological complications arising in an 

enhanced immune response as well as hemorrhagic events. Studies describing 

retinopathy associated with the frame, together with an intense process of astrogliosis 

in the vicinity of retinal vessels that nourish the tissue. This paper sought to 

characterize the inflammatory process and the possible neurochemical and 

electrophysiological changes in the retinal tissue of Swiss albino mice, when inoculated 

with Plasmodium berghei ANKA strain (PbA). Swiss albino mice were infected with PbA 

strain. To characterize the above experimental cerebral malaria (ECM) was evaluated 

several parameters, such as onset of clinical signs, survival curves parasitemia (%) and 

body mass gain, vascular permeability and quantification of cytokines (TNF-α, IL-6 and 

IL-10) in the cortical tissue. To evaluate changes in retinal tissue functionality, use full-

field electroretinography. For the evaluation of neurotransmitter systems release 

assay was performed and uptake of glutamate and GABA which was then quantified by 

High Performance Liquid Chromatography. The inflammatory response analysis was 

performed to quantify the cytokines (TNF-α, IL-6 and IL-10) in retinal tissue. After 

characterizing the MCE framework we observe a reduction in the amplitude of b-wave 

of rods and cones, as well as increase the implicit time of rods, mixed responses at 

different intensities and oscillatory potential. We observed an increase in the release 

and glutamate uptake and also the activation of an anti-inflammatory pathway in 

retinal tissue. This study allowed us to validate the murine model of MCE and 

characterize for the first time, changes in the retinal function accompanied by changes 

in the glutamatergic system as well as activation of the inflammatory pathway in 

retinal tissue. 

 

Keywords: Cerebral malaria; PbA; Retinopathy; Electroretinogram; Neurochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações gerais 

A malária é uma doença infecciosa aguda descrita por Hipócrates no século V 

a.c. O termo malária deriva do italiano “mal´aria”, que significa “ar ruim”. Essa 

termologia surgiu no século XVIII quando as manifestações da doença eram atribuídas 

ao ar contaminado de regiões pantanosas (Haldar et al., 2007; Tuteja, 2007). 

No século XIX, o médico patologista Charles Alphonse Laveran demonstrou que 

a infecção era desencadeada por parasitas protozoários, que posteriormente, o 

médico britânico Ronald Ross mostrou ser transmitido pela picada de mosquitos 

pertencentes ao gênero Anopheles (Tuteja, 2007). Dados da literatura apontam que 

mais de 400 espécies de Anopheles já foram descritas, sendo que 60 são vetores deste 

parasita em condições naturais (Tuteja, 2007).  

O agente etiológico pertence ao gênero Plasmodium, sendo que mais de 100 

espécies são capazes de infectar diversos grupos de vertebrados, como répteis, aves e 

mamíferos, porém apenas cinco podem infectar o homem: Plasmodium vivax, 

Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium knowolesi e Plasmodium 

falciparum (Kantele & Jokiranta, 2011; McKenzie et al., 2008; Miller et al., 2002; 

Tuteja, 2007; White et al., 2014). 

Dentre as espécies infectantes para o homem P. ovale é o menos comum, 

encontrado apenas na região ocidental da África, enquanto que P. malariae possui 

ampla distribuição, porém baixa incidência. As infecções por P. vivax e P. falciparum 

são os mais comuns, capazes de ocasionar anemia severa. Contudo apenas P. 

falciparum pode gerar o quadro mais grave da doença, tornando-a potencialmente 

fatal (Idro et al., 2005; Snow et al., 2005; Sullivan et al., 2010; Tuteja, 2007). 



27 
 

Considerada como uma das principais endemias mundiais e um grande 

obstáculo ao desenvolvimento econômico de comunidades e nações, a malária 

apresenta taxas de morbidade e mortalidade semelhantes a de outras doenças 

infecciosas como tuberculose e HIV/AIDS (Hunt et al., 2006; Martins et al., 2009). 

Dados epidemiológicos recentes registraram 216 milhões de casos por ano com mais 

de 500 mil mortes, principalmente de crianças abaixo dos cinco anos de idade (Idro et 

al., 2005; Snow et al., 2005; Sullivan, 2010; WHO, 2011). Embora o continente africano 

detenha 90% dos casos, a malária apresenta ampla distribuição em áreas de 

transmissão localizadas na Ásia (Subcontinente Indiano, Sudeste Asiático e Oriente), 

Europa, América central (México) e América do Sul (WHO, 2014) (Figura 1). 

No Brasil, 99,7% dos casos de malária registrados encontram-se na região 

Amazônica. Dentre os estados desta região, o Amazonas, Rondônia e Pará somam mais 

de 85% dos casos (Figura 2) (Braz et al., 2013; Kirchgatter & Del Portillo., 2005). Cerca 

de 600 mil casos clínicos de malária foram registrados entre 1996 e 2000, reduzindo 

para 400 mil nos anos seguintes (Kirchgatter & Del Portillo, 2005). Contudo, a 

incidência manteve-se até 2010, mostrando que não houve diminuição efetiva da 

incidência da doença (Braz et al., 2013). No Pará, o número de casos registrados entre 

2003 e 2011 indica que a ocorrência da doença continua aumentando, apresentando 

aumento de 3,43% no índice de risco de contrair a malária (Junior et al., 2014). 
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Figura 1: Mapa da prevalência e distribuição geográfica de casos clínicos da malária. 

Fonte: WHO, 2014. 

 

Figura 2: Mapa da prevalência e distribuição geográfica de casos clínicos da malária no 

Brasil. Fonte: SINAN/SVS/MS e SIVEP-Malária/SVS/MS. 
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A dificuldade em diagnosticar, a migração de indivíduos para áreas endêmicas, 

o uso de tratamentos ineficientes, a resistência do parasita aos antimaláricos e o nível 

de desenvolvimento socioeconômico da região representam os principais fatores que 

tornam a malária um problema público mundial e de difícil erradicação (Sachs & 

Malaney, 2002; Miller et al., 2002; Walther & Walther, 2007). 

 

1.2 Aspectos clínicos da Malária 

O ciclo evolutivo do Plasmodium é complexo, apresentando estágios 

intracelulares e extracelulares que garantem a rápida progressão da doença. Este ciclo 

é dividido em duas fases: a fase assexuada, no hospedeiro vertebrado (homem) e fase 

sexuada, no hospedeiro invertebrado (mosquito) (Boysen et al., 2013; Haldar et al., 

2007; Miller et al., 2002; Tuteja, 2007). 

A infecção do hospedeiro vertebrado inicia-se com a inoculação do parasita na 

corrente sanguínea, sob a forma de esporozoíto, pela picada da fêmea do mosquito 

Anopheles. Este processo dá início à fase assexuada do ciclo que consiste em duas 

etapas: a etapa pré-eritrocítica e a eritrocítica (Haldar et al., 2007; Tuteja, 2007). 

Uma vez na corrente sanguínea, os esporozoítos migram para o fígado e 

infectam os hepatócitos, caracterizando a fase assexuada pré-eritrocítica (Miller et al., 

2002; Mota et al., 2001; Tuteja, 2007). Nos hepatócitos, os esporozoítos proliferam por 

2 a 10 dias dependendo da espécie, dando origem a vários merozoítos. Durante esse 

período, a infecção é assintomática e cada esporozoíto pode produzir cerca de 30.000 

merozoítos por hepatócito infectado (Mota et al., 2001). Em seguida, os hepatócitos se 

rompem e os merozoítos liberados retornam a corrente sanguínea e invadem os 
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eritrócitos (glóbulos vermelhos ou hemácias) iniciando a fase assexuada eritrocítica do 

ciclo (Figura 3) (Miller et al., 2002). 

Apesar de ser fundamental para o ciclo, o mecanismo pelo qual o parasita 

invade os hepatócitos ainda não se encontra bem elucidado (Mota et al., 2001). 

Contudo, Frevert et al., (1993) sugere que a interação entre parasita e hepatócito 

ocorre devido a presença de receptores específicos na superfície do Plasmodium 

capazes de reconhecer proteoglicanos localizados na membrana celular dos 

hepatócitos. 

Durante a fase assexuada eritrocítica, os merozoítos passam por três diferentes 

estágios: anel, trofozoíto e esquizonte (Figura 4). O primeiro estágio apresenta o 

trofozoíto jovem, caracterizado pela disposição estrutural em forma de anel. O 

segundo estágio apresenta o trofozoíto maduro, formado pelo aumento da atividade 

metabólica, a partir da ingestão do citoplasma eritrocítico, e proteólise da 

hemoglobina. O último estágio consiste na formação de esquizonte, ocasionado por 

vários ciclos celulares sem divisão da célula (Tuteja, 2007; White et al., 2014). Cada 

esquizonte possui aproximadamente 20 merozoítos que são liberados na corrente 

sanguínea após o rompimento da membrana do eritrócito. Esta fase coincide com os 

acessos febris comumente apresentados durante a evolução da doença (Tuteja, 2007; 

White et al., 2014). 

Após uma série de ciclos eritrocíticos, por um processo ainda desconhecido, 

parte dos merozoítos que não invadem os eritrócitos se diferencia em micro e 

macrogametócitos (fêmea e macho, respectivamente), a forma infectante para o 

mosquito. Os gametócitos são ingeridos pelo mosquito Anopheles durante a picada de 

um hospedeiro vertebrado infectado, iniciando assim a fase sexuada do ciclo. Os 
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gametas, feminino e masculino, se fundem na parede do intestino do hospedeiro 

invertebrado formando o zigoto. Estes evoluem para oocistos dando origem a 

esporogonia. O oocisto se rompe liberando esporozoítos que migram até a glândula 

salivar para então serem transmitidos ao hospedeiro vertebrado, onde o ciclo se 

reinicia (Figura 3) (Eksi et al., 2006; Baker et al., 2010).  
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Figura 3: Ciclo evolutivo do Plasmodium sp. em seus hospedeiros, invertebrado 

(mosquito) e vertebrado (homem). (A) Infecção do hospedeiro vertebrado; (B) Fase 

pré-eritrocítica; (C) Fase eritrocítica; (D) Infecção do hospedeiro invertebrado. Fonte: 

Adaptado de White et al., 2014. 

 

 

 

 

 

Figura 4: Desenho esquemático das formas evolutivas do Plasmodium falciparum na 

fase eritrocítica. Fonte: Adaptado de Tuteja, 2007. 

Anel Trofozoíto Esquizonte 
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Os primeiros sintomas clínicos da malária são inespecíficos, iniciados a partir da 

ruptura dos eritrócitos parasitados, que liberam antígenos na corrente sanguínea, 

ativando a resposta imunológica do hospedeiro (De Souza & Riley, 2002). Dentre eles, 

destacam-se os episódios febris, cefaléia, fadiga, mal-estar, dores abdominais, náuseas 

e vômitos. Em infecções ocasionadas por P. falciparum, este quadro pode evoluir para 

forma mais grave da doença, caracterizada por convulsões que podem desencadear 

um quadro de coma e morte, comumente denominada de malária cerebral (MC) 

(Good et al., 2005; White et al., 2014). Essa desordem neurológica ocorre em 1% dos 

casos registrados, sendo capaz de provocar em torno de 2 milhões de mortes por ano 

no mundo (Carvalho et al., 2014; Combes et al., 2006; Hunt & Grau 2003; Martins et 

al., 2009a; Medana & Turner, 2006; Miller et al., 2002). 

 

1.3 Patogênese da Malária Cerebral 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a MC é uma 

encefalopatia com estado de coma associado a desordens neurológicas provenientes 

de eventos hemorrágicos (Lou et al., 2001). Os pacientes que sobrevivem à doença 

apresentam complicações neurológicas permanentes como desordens de cognição e 

fala, anormalidades motoras e cegueira cortical (Bondi, 1992; Schofield et al., 2005). 

Contudo, o desenvolvimento da patogênese da MC ainda é pouco compreendido, 

sendo propostas duas teorias que buscam elucidar seus mecanismos (Berendt et al., 

1994; Carvalho et al., 2014; Combes et al., 2006; Hunt & Grau 2003; Martins et al., 

2009a; Medana & Turner, 2006; Miller et al., 2002). 

A primeira delas, a teoria da obstrução mecânica, proposta por Marchiafava & 

Bignami (1894), postula que a malária cerebral é consequência de um quadro de 
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hipóxia cerebral ocasionado pelo bloqueio do fluxo sanguíneo decorrente da aderência 

de eritrócitos parasitados no endotélio vascular cerebral (Figura 5) (Idro et al., 2005; 

Miller et al., 2002).  

Por outro lado, a teoria da inflamação, proposta por Maegraith (1948), sugere 

que a MC é ocasionada a partir de uma resposta inflamatória exacerbada, iniciada com 

a ativação dos monócitos, induzindo-os a secretar mediadores pró-inflamatórios, como 

interleucinais (IL), fator de formação de colônias de macrófagos (M-CSF), fator de 

necrose tumoral (TNF-α) e linfotoxinas (LT) (Nebl et al., 2005). 

Ao longo dos anos as duas teorias vêm sendo extensivamente discutidas e 

devido a complexidade da doença, alguns estudos sugerem a conjunção das hipóteses 

para melhor compreensão dos mecanismos responsáveis pela patogênese da MC 

(Hayder et al., 2006). 

A patologia associada à MC apresenta aspectos complexos e multifatoriais. 

Dentre esses aspectos destaca-se o mecanismo de citoaderência de eritrócitos 

parasitados na microvasculatura cerebral que depende da interação de antígenos 

presentes na superfície dos eritrócitos parasitados (PfEMP1) com receptores do 

hospedeiro, como CD36, CD54 e ICAM-1 (Turner et al., 1994). No cérebro, a aderência 

dos eritrócitos no endotélio pode levar a processos isquêmicos com surgimento de 

hemorragias petequiais, sendo os principais responsáveis pelo estado de coma na MC 

(Berendt et al., 1994). Além disso, a produção de citocinas pró-inflamatórias como 

TNF-α promove o aumento da expressão de ICAM-1, potencializando o sequestro de 

eritrócitos parasitados, leucócitos e plaquetas, diminuindo a irrigação e oxigenação de 

vários órgãos do corpo, inclusive o cérebro (Figura 5) (Hunt & Grau, 2003; Idro et al., 

2005; Ma et al., 1997; Miller et al., 2002). 
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Figura 5: Mecanismo de citoaderência de eritrócitos parasitados por P. falciparum na 

microvasculatura cerebral, elucidando a obstrução de vasos sanguíneos e, 

consequentemente, hipóxia do tecido. Fonte: Adaptado de Chen et al., 2000. 
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No Sistema Nervoso Central (SNC), a MC induz danos na estrutura da Barreira 

Hematoencafálica (BHE), possibilitando que antígenos e mediadores inflamatórios 

entrem no parênquima cerebral, resultando na ativação da microglia, danos neuronais 

e redistribuição de células astrocitárias (Adams et al., 2002; Ma et al., 1997; Medana et 

al., 2001; Hunt & Grau, 2003). 

Os astrócitos são importantes na manutenção das propriedades da BHE no 

endotélio vascular. A degeneração de astrócitos é uma das principais consequências da 

patologia da MC que contribuem para alteração conformacional da BHE e disfunção do 

SNC (Figura 6), inclusive no tecido retiniano, onde se destaca o desenvolvimento de 

uma retinopatia acompanhada da perda de acuidade visual (Lochhead et al., 2010; 

Medana et al., 2001). 

Estudos vêm ratificando que o aumento nos níveis de citocinas pró-

inflamatórias também constitui um evento fundamental para o desenvolvimento e 

estabelecimento da MC (Brown et al., 1999; Hunt & Grau, 2003). Dentre essas 

citocinas, destaca-se o TNF-α secretado por macrófagos e células T CD4+. A produção 

de TNF-α na fase inicial da MC parece estar relacionada à redução na carga parasitária. 

No entanto, a excessiva produção desta citocina na fase mais tardia está associada à 

severidade da doença (Omer et al, 2000). Esse papel divergente do TNF-α sugere que a 

regulação e o tempo de produção de citocinas pró-inflamatórias são de fundamental 

importância para o controle da infecção (Omer et al, 2000). 

A liberação de citocinas antiinflamatórias, principalmente interleucina 10 (IL-

10) possui papel protetor regulando a síntese de citocinas pró-inflamatórias em 

resposta ao parasito. Kossodo et al. (1997) demonstraram que a neutralização in vivo 

da IL-10 induz o aparecimento da síndrome neurológica em animais que antes eram 
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resistentes a MC, sugerindo que esse mecanismo de proteção via liberação de 

citocinas anti-inflamatórias pode ser deficiente em indivíduos susceptíveis ao quadro 

de MC. Neste contexto, o desajuste entre o processo de liberação de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias parece ser crucial para o desenvolvimento da MC 

(Lacerda-Queiroz et al., 2011). 

Os mecanismos envolvidos nas alterações da BHE, obstruções microvasculares, 

degeneração de astrócitos, bem como na homeostasia dos sistemas de 

neurotransmissores, associado ao desenvolvimento da MC ainda permanecem pouco 

compreendidos. 

  



38 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Mecanismos envolvidos na degeneração do endotélio vascular e astrócitos no 

quadro de malária cerebral. Fonte: Adaptado de Combes et al., 2006. 
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1.4 Modelo Murino de Malária Cerebral 

Ainda que diversos estudos busquem caracterizar os mecanismos pelos quais a 

MC se desenvolve, pouco se sabe sobre sua patogênese (Combes et al., 2005; Lamb et 

al., 2006). Neste contexto, modelos experimentais em animais vêm sendo 

desenvolvidos devido às dificuldades de se acompanhar e avaliar as características 

patológicas nos portadores de MC humana. 

Dentre os principais modelos experimentais, o modelo murino é um dos mais 

estudados por apresentar muitas similaridades com a MC em humanos, 

principalmente com relação à resposta imunológica (Hunt & Grau, 2003). A utilização 

de diferentes linhagens de camundongos, bem como diferentes espécies de 

Plasmodium esclarecem muitos mecanismos moleculares envolvidos no quadro da MC 

(de Souza & Riley, 2002). As espécies infectantes para roedores são naturais da África e 

pertencem ao subgênero Vinckeia. Existem cinco espécies capazes de infectar 

roedores: Plasmodium atheruri, Plasmodium yoelii, Plasmodium chabaudi, Plasmodium 

vinckei e Plasmodium berghei (Wheeler et al., 2000). 

Dentre estas apenas P. berghei e P. yoelii são capazes de induzir o quadro de 

MC experimental. A maioria dos estudos relacionados à MC provém do modelo de 

infecção por P. berghei, por melhor reproduzir as características observadas na MC 

humana (Lou et al., 2001). 

Na década de 60, cepas foram obtidas a partir do isolamento do parasita de um 

único hospedeiro natural. Dentre as cepas obtidas, duas são mais importantes, a cepa 

NK 65 de P. berghei isolada em um exemplar de Anopholes dureni e a cepa ANKA 

isolada na mesma espécie. A cepa de P.berghei ANKA (PbA) é mais utilizada nos 

modelos experimentais de MC por ativar o sequestro de células na microcirculação, 
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desencadeando em baixa parasitemia uma infecção letal que evolui rapidamente para 

um quadro de malária cerebral (Lou et al., 2001). 

As diferentes linhagens de camundongos também exibem uma resposta 

diferencial às espécies de Plasmodium. Em níveis idênticos de parasitemia durante a 

fase aguda da infecção, algumas linhagens de camundongos são potencialmente 

susceptíveis ao desenvolvimento do quadro de MC, enquanto que outras são 

resistentes. Dentre as linhagens susceptíveis, destacam-se os camundongos CBA/J, 

C57Bl/6, DBA/1 e albino suíço e dentre as linhagens resistentes, os camundongos 

BALB/C e A/J (Lou et al., 2001; Martins et al., 2009b). 

A infecção de linhagens de camundongos susceptíveis acarreta o 

desenvolvimento da MC, apresentando os principais sinais clínicos da doença, como 

ataxia, alterações respiratórias e coma (de Souza & Riley, 2002). O tempo para 

aparecimento desses sinais varia de acordo com o perfil genético do hospedeiro e a 

cepa utilizada, porém normalmente surgem entre 5-10 dias pós-infecção (de Souza & 

Riley, 2002). Estudos histopatológicos demonstraram a ocorrência de obstrução de 

vasos, surgimento de hemorragias e a migração e aderência de leucócitos no endotélio 

vascular cerebral. Modelos resistentes inoculados com o mesmo inóculo não 

desenvolveram a MC, morrendo com 21 dias pós-infecção apresentando quadro de 

anemia e hiperparasitemia (Neill & Hunt, 1992). 

Recentemente, camundongos da linhagem albino suíço demonstraram ser um 

bom modelo murino de MC, apresentando sinais clínicos da doença e alterações 

histopatológicas do cérebro, como microhemorragias, edema cerebral e bloqueio do 

fluxo sanguíneo ocasionado pela aderência de leucócitos. Além disso, alterações de 
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outros órgãos como o pulmão, fígado, timo e baço também foram observadas, 

similarmente as outras linhagens susceptíveis (Martins et al., 2009b).  

Outro fator determinante para o desenvolvimento de fenótipos suscetíveis ou 

resistentes da MC é a intensidade da resposta imunológica, uma vez que as linhagens 

susceptíveis desencadeiam uma alta produção de citocinas pró-inflamatórias como 

TNF-α. Esse mediador inflamatório é crucial para o desenvolvimento da MC, visto que 

a diminuição da expressão de receptores de TNF-α tipo 2 (TNFR2) ocasiona diminuição 

da susceptibilidade de camundongos a MC (Kremsner et al., 1991; Senaldi et al., 1999).  

Neste contexto, a migração de leucócitos para a microvasculatura cerebral 

induz o aumento da resposta inflamatória, promovendo a produção de IL-1, IL-6 e TNF-

α. Este processo ocasiona o aumento da expressão de moléculas de adesão como 

ICAM-1, aumentando também a citoaderência de células parasitadas na 

microvasculatura cerebral (Lou et al., 1998). Apesar de bem caracterizado que esta 

patologia compromete ativamente o tecido cerebral, pouco se sabe a respeito das 

alterações funcionais nas demais regiões do SNC, como o tecido retiniano. 

 

1.5 Retinopatia associada a malária cerebral 

Assim como outras regiões do Sistema Nervoso Central (SNC) a retina é alvo de 

diversas doenças, como glaucoma, retinopatia diabética e desordens retinianas 

hereditárias (Lamba et al., 2008). Dentre os estudos relacionados à imunopatogênese 

da MC, uma vertente procura caracterizar as possíveis alterações do tecido retiniano, 

visto que pesquisas elucidaram o desenvolvimento de uma retinopatia associada a 

esta patologia (Lewallen et al., 2008). 
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Estudos sugerem que o desenvolvimento da retinopatia associada a MC, esteja 

relacionado ao seqüestro de eritrócitos parasitados na microvasculatura retiniana, 

seguido de hipoxia aguda do tecido, ocasiona focos hemorrágicos (Beare et al., 2006; 

Maude et al., 2009). Além disso, outras manifestações clínicas podem ser observadas, 

como o embranquecimento retiniano, descoloração dos vasos sanguíneos e 

papiloedema (Figura 7) (Beare et al., 2006; Maude et al., 2009; Sayeed et al., 2011). 

Essas manifestações podem ocasionar alterações morfofuncionais de células glias 

como astrócitos e microglias (Medana et al., 1996; Medana et al. 1997a).  
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Figura 7: Manifestações clínicas observadas em pacientes com o quadro de malária 

cerebral. (A) Presença de papiloedema; (B) Embranquecimento retiniano; (C) 

Descoloração dos vasos sanguíneos. Fonte: Adaptado de Beare et al., 2006. 
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Em modelo murino de MC, uma perda na distribuição dos astrócitos é 

observada a partir do 3º dia após a inoculação com PbA, que progride para um quadro 

de astrogliose nos dias subsequentes, gerando intensa perda dos astrócitos em 

contato com o vaso sanguíneo no estágio final da doença (Medana et al., 1996). As 

alterações na morfologia e distribuição dos astrócitos próximos aos vasos sanguíneos 

estão claramente associadas à aderência de monócitos no endotélio vascular, 

sugerindo que metabólitos tóxicos produzidos por essas células podem exercer um 

papel fundamental na degeneração dos astrócitos (Medana et al., 2001). 

Além disso, foi demonstrado que a perda de funcionalidade dos astrócitos pode 

resultar na alteração da atividade neuronal da retina, sendo que a produção de 

mediadores inflamatórios pelas células da microglia pode potencializar esse efeito 

(Medana et al., 1997b; Hunt et al., 2006). Enquanto a maioria dos estudos ressalta a 

participação dos astrócitos e da microglia no quadro de MC no tecido retiniano, 

poucos trabalhos demonstram o envolvimento da glia de Muller neste processo. Este 

tipo celular, juntamente com os astrócitos e microglias são de fundamental 

importância no tecido retiniano, por serem responsáveis por garantir a homeostasia 

deste tecido (Bringmann et al., 2009). 

O tecido retiniano é localizado na região posterior do globo ocular, 

apresentando organização laminar e cinco tipos diferentes de neurônios: 

fotorreceptores, células bipolares, horizontais, amácrinas e ganglionares (DeVries S., 

2000; Euler et al., 1996).  

Os fotorreceptores são divididos em dois tipos, caracterizados de acordo com 

sua estrutura, composição e função. Os fotorreceptores do tipo bastonetes possuem 

alta sensibilidade ao estímulo luminoso, por apresentar maior quantidade de 
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fotopigmento (rodopsina), tornando-se responsáveis pela visão noturna. Já os 

fotorreceptores do tipo cones possuem menor sensibilidade à luz e menor quantidade 

de fotopigmento (Opsina), necessitando de uma maior intensidade de estímulo 

luminoso para realizar o processamento de informação (fototransdução), tornando-se 

responsáveis pela visão ao claro (Dowling. J, 1997, 1979; O'Brien. D, 1982). 

O mecanismo de fototransdução consiste na conversão de energia luminosa em 

variação do potencial de membrana realizado por cones e bastonetes no tecido 

retiniano. Inicia-se a partir da presença de um estímulo luminoso, detectado pelo 

segmento externo dos fotorreceptores. Após a estimulação dos fotorreceptores, 

receptores de membrana associados à proteína G serão ativados, iniciando a produção 

de fosfatidilesterase. A fosfatidilesterase hidrolisará GMPc (do inglês: Cyclic Guanosine 

Monophosphate), reduzindo seus níveis intracelulares. A diminuição dos níveis de 

GMPc ocasiona a diminuição do fluxo de cátions pelos canais de N+ presentes no 

segmento externo dos fotorreceptores, levando a hiperpolarização graduada da célula, 

ocasionando a diminuição da liberação do neurotransmissor glutamato (Kolb H., 2003). 

Embora a retina possua um circuito elétrico bem caracterizado entre os 

diferentes neurônios responsáveis pela fototransdução, a comunicação química entre 

eles é modulada por diferentes sistemas de neurotransmissores. Dentre eles, pode-se 

destacar o sistema glutamatérgico, principal via excitatório do SNC de mamíferos, e o 

sistema gabaérgico, principal via inibitório (Quinlan et al., 1999; Shigeri et al., 2004; 

Yang, 2004). 

No tecido retiniano existem duas vias pelas quais os diferentes neurônios 

processam a informação induzida pela luz. Na primeira delas, o glutamato é liberado 

por fotorreceptores estimulando células bipolares que, conseqüentemente, liberam 



46 
 

glutamato estimulando células ganglionares, estas, por sua vez, projetam axônios 

através do nervo óptico até o córtex visual. Esses mecanismos são modificados pela 

segunda via (via lateral), na qual as células horizontais e amácrinas modulam a 

excitação promovida pelo glutamato através da liberação de GABA (Barnstable, 1993; 

Sun & Crossland, 2000; Tachibana & Kaneko, 1988; Yazulla, 1986). 

Neste contexto, possíveis alterações na funcionalidade destas células podem 

ocasionar o mau funcionamento da retina. Uma vez na fenda sináptica, tanto GABA 

quanto glutamato promovem a ativação de duas classes de receptores, os ionotrópicos 

e os metabotrópicos (compostos por receptores associados à proteína G). Essas classes 

de receptores encontram-se bem caracterizadas, apresentando ampla distribuição em 

todos os tipos de neurônios da retina (Yang, X., 2004). 

Contudo, quando o glutamato encontra-se presente em elevada concentração 

no meio extracelular há intensa estimulação de receptores pós-sinápticos, levando a 

morte celular por excitotoxicidade, promovendo um intenso processo de degeneração, 

característico de inúmeras desordens neurológicas e processos isquêmicos (Hazell, A., 

2009; Sheldon & Robinson, 2007; Suemori et al., 2006).  

A homeostasia do sistema glutamatérgico é realizada por sistemas de 

transporte bem caracterizados no tecido retiniano. Estes sistemas de transporte 

podem ser localizados nos fotorreceptores, neurônios e glias. Contudo, os astrócitos e 

as células de Muller são os principais responsáveis pela remoção do glutamato da 

fenda sináptica (Rauen et al., 1996; Pow et al., 2000). 

O transporte de glutamato é caracterizado pela dependência ou independência 

de íons, visto que em sistemas que possuem transporte dependente de Na+ (sistema 

XAG-), o transporte de glutamato envolve o co-transporte de 3 íons Na+, 1 próton e o 
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contra-transporte de 1 íon K+. O sistema XAG- apresenta uma distribuição uniforme nas 

diferentes camadas da retina, sendo expressos tanto em células neuronais (ex. GLT-1; 

EAAT5) quanto nas células gliais (ex. GLAST); (Pow, 2001b; Rauen, 2000). 

Por outro lado, em sistemas que possuem transporte independente de Na+ 

(sistema XCG-), normalmente ocorre a captação de cistina e liberação de glutamato, 

porém quando o glutamato apresenta elevadas concentrações na fenda sináptica, o 

sistema de transporte é invertido e o glutamato passa a ser captado e a cistina 

liberada. O sistema XCG- por sua vez apresenta distribuição mais restrita, sendo 

encontrado predominantemente nos astrócitos e células de Muller (Oliveira et al., 

2010; Pow, 2001b; Rauen, 2000). 

O mau funcionamento dos sistemas de transporte, principalmente o presente 

em células de Muller, ocasionado por diversas doenças como glaucoma, diabetes, 

isquemia e degeneração de fotorreceptores pode desencadear o processo de 

excitotoxicidade promovido pelo aumento de glutamato na fenda sináptica (Delyfer et 

al., 2005). 

Processos isquêmicos e doenças como a diabetes não alteram significamente a 

expressão dos transportadores de glutamato, porém diminuem sua atividade. Já em 

modelos de glaucoma foi demonstrada uma diminuição na expressão destes 

transportadores assim como em sua atividade, desencadeando a degeneração do 

tecido retiniano (Holcombe et al., 2008). O aumento da pressão intraocular promove a 

hipóxia do tecido, desencadeada pelo aumento na formação de espécies reativas de 

oxigênio, assim como peroxidação lipídica, resultando na disfunção do transporte de 

glutamato em células de Muller (Holcombe et al., 2008). Essa alteração no transporte 

de glutamato pelas células de Muller pode estar correlacionada com o surgimento de 
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eventos hemorrágicos no tecido retiniano ocasionando alteração na funcionalidade da 

retina, visto que doenças associadas a degeneração da barreira hematorretiniana 

(BHR) promovem a diminuição do transporte de glutamato (Gass, 1997; Kusaka et al., 

1999). 

Contudo, poucos estudos buscaram elucidar os efeitos da patogênese da MC 

nos sistemas de neurotransmissão do SNC, tornando-se fundamental o 

desenvolvimento de estudos que busquem caracterizar esses efeitos. Recentemente, 

com o propósito de caracterizar um marcador neuroquímico para a MC, Miranda et al. 

(2010) investigaram o envolvimento do glutamato no desenvolvimento dos sintomas 

comportamentais associados a MC e observaram que os níveis extracelulares de 

glutamato aumentavam significativamente apenas no 6º dia após a infecção, quando 

os sintomas clínicos da MC se manifestavam. Enquanto que no 3º dia após a infecção 

(ausência de sintomas) os níveis extracelulares desse neurotransmissor permaneciam 

semelhantes ao grupo controle.  

Além do glutamato, o GABA representa outro neurotransmissor fundamental 

para modulação da funcionalidade do tecido retiniano. Dentre os principais tipos 

celulares da retina, as células horizontais, amácrinas, bipolares e ganglionares são 

responsáveis pela sua liberação na fenda sináptica, sendo que a modulação de GABA 

na fenda sináptica é realizada por transportadores presentes em neurônios pré-

sinápticos, bem como células gliais (Johnson et al., 1996; Pow et al., 1996). 

A captação de GABA é mediada principalmente pelos transportadores de alta 

afinidade de GABA dependentes de Na+ e Cl- (GATS); visto que o transporte de GABA 

esta associado ao co-transporte de 2 íons Na+ e 1 íon Cl-. Estudos demonstraram que a 

retirada de íons Na+ e Cl- do meio extracelular inibe o transporte de GABA. A 
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localização de GATS encontra-se bem descrito na literatura, presente principalmente 

em células amácrinas e células de Muller (Pow et al., 1996). Além disso, os 

mecanismos envolvidos na liberação de GABA vêm sendo muito estudados, sendo 

demonstrado que o glutamato induz liberação de GABA, através da ativação de 

receptores ionotrópicos de forma independente de Ca2+ (Kamada et al., 1981; Yazulla, 

S, 1986). 

O papel dos sistemas glutamatérgico e gabaérgico na funcionalidade do tecido 

retiniano encontra-se bem descrito na literatura. Entretanto, poucos estudos buscam 

correlacionar possíveis alterações desses sistemas com o desenvolvimento de diversas 

doenças, como a malária cerebral. Diante disso, faz-se necessário caracterizar 

alterações neuroquímicas, bem como funcionais do tecido retiniano associados a 

patogênese da malária cerebral. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Caracterizar a resposta inflamatória bem como as alterações neuroquímicas e 

eletrofisiológicas no tecido retiniano de camundongos albino suíço infectados com a 

cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA). 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Validar o quadro de MCE a partir da avaliação do surgimento dos sinais 

clínicos associados à doença, juntamente com a determinação da curva de 

sobrevivência, parasitemia e alterações no ganho de massa corpórea de camundongos 

albino suíço nos dias pós-infecção com a cepa PbA.  

- Caracterizar a presença de extravasamento vascular no tecido cerebral de 

camundongos albino suíço inoculados com cepa PbA no 7º d.p.i. 

 - Avaliar a resposta inflamatória dos animais inoculados com a cepa PbA através 

da quantificação das citocinas TNF-α, IL-10 e IL-6 nos tecidos cerebrais e retinianos no 

7º dia pós-infecção. 

- Avaliar a liberação e captação dos neurotransmissores glutamato e GABA no 

tecido retiniano de camundongos inoculados com a cepa PbA no 7º dia pós-infecção. 

 - Determinar as possíveis alterações funcionais do tecido retiniano de 

camundongos com o quadro de MCE pelo uso do Eletrorretinograma. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais experimentais 

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizados camundongos 

(Mus musculus) da linhagem albino suíço (machos e fêmeas), entre 46-54 dias pós-

natal, pesando aproximadamente 20-25 gramas, obtidos do biotério central do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal do Pará (UFPA). 

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em grupos de no 

máximo 5 camundongos por gaiola, em condições assépticas, com comida e água 

(NUVITAL) ad libitum e sob condições de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e 

temperatura (25±1ºC ) controladas. 

As normas éticas para pesquisa científica com animais de laboratório foram 

rigorosamente aplicadas durante o desenvolvimento deste trabalho, estando este 

projeto aprovado pelo Comitê de Ética de Uso de Animal (CEUA) parecer 191-14. 

 

3.2 Cepa ANKA de Plasmodium berghei e Infecção do Grupo Experimental. 

Para infecção do grupo experimental foi utilizado a cepa ANKA de Plasmodium 

beghei, obtida no Instituto Evandro Chagas (Ananideua-Pa). Alíquotas do sangue de 

camundongos inoculados com a cepa PbA foram criopreservadas em glicerol 30% 

podendo ser mantidas em nitrogênio líquido por tempo indeterminado. 

Inicialmente, uma alíquota de sangue foi descongelada e inoculada em um 

camundongo albino suíço por injeção intraperitoneal (i.p). Ao atingir entre 5-10% de 

parasitemia, o sangue deste animal foi coletado por punção cardíaca.  

Para obtenção do sangue por punção cardíaca o animal foi anestesiado com 

injeção i.p de solução de Cloridrato de Quetamina (1mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina 
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(1mg/Kg) e a amostra coletada com o uso de uma seringa de insulina contendo 

PBS/EDTA (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 0,8 mM; KH2PO4 1,4 mM; EDTA 10%; 

pH 7.4). Para garantir um grau de inoculação uniforme nos diferentes grupos, os 

animais foram inoculados intraperitonealmente com inóculo de 106 eritrócitos 

parasitados em 100µl de PBS. A quantificação dos eritrócitos infectados foi realizada 

pela contagem em câmara de Neubauer do número total de eritrócitos em suspensão 

pela porcentagem de parasitemia. Os camundongos controle receberam apenas 100µl 

de PBS via i.p. Os grupos experimentais controle e infectado com a cepa PbA foram 

compostos por 7 e 13 camundongos, respectivamente. 

 

3.3 Caracterização do Quadro de Malária Cerebral Experimental, Curva de 

Sobrevivência e Parasitemia 

Para caracterizar o quadro de MCE foi observado o surgimento, entre o 6°-10° 

dia após a inoculação (d.p.i.), dos sinais clínicos neurológicos que incluem: ataxia, 

paralisia (monoplegia, hemiplegia, paraplegia ou tetraplegia), desvio de cabeça, 

desorientação, convulsão e coma. Juntamente a esta observação, foi realizada a curva 

de sobrevivência e parasitemia do grupo experimental inoculado com a cepa PbA. A 

curva de sobrevivência foi obtida a partir da determinação do número de animais que 

evoluíram a óbito no seu respectivo dia pós-infecção (d.p.i). 

A determinação da parasitemia dos animais foi realizada a partir da produção 

de distensões sanguíneas delgadas, em que uma gota de sangue foi obtida da veia da 

cauda de cada animal e distensões sanguíneas foram realizadas em lâminas 

histológicas. Após o período de secagem as lâminas foram fixadas em metanol 
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absoluto (P.A) por 2 minutos e, posteriormente coradas com Giemsa (10%) por 20 

minutos. 

A porcentagem de parasitemia de cada animal foi determinada pela razão entre 

a quantidade de eritrócitos parasitados e a quantidade total de células (Figura 8). As 

lâminas foram observadas em microscópio óptico (NIKON, modelo E200) com óleo de 

imersão (1000x maximização final). A contagem das células foi realizada com auxílio do 

programa ImageJ, o que garante maior precisão a porcentagem de parasitemia de cada 

animal. 

 

 

Figura 8: Desenho esquemático da equação utilizada para obtenção da porcentagem 

de parasitemia. 

 

A determinação da parasitemia foi realizada nos dias 3, 5, 7 e 9 pós-infecção. 

Os animais que não apresentaram sinais clínicos do desenvolvimento do quadro de 

MCE foram mantidos até evoluírem a óbito e distensões sangüíneas foram realizadas a 

cada dois dias. Também foi realizado o registro da massa corpórea dos animais antes 

da inoculação da cepa de PbA e nos dias 3, 5, 7, 9 d.p.i, como um dos parâmetros 

clínicos do desenvolvimento da doença. 
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3.4 Permeabilidade Vascular 

O ensaio de Permeabilidade Vascular foi realizado para caracterizar a presença 

de extravasamento vascular no tecido cerebral de camundongos infectados com a 

cepa PbA e confirmar a presença do quadro de Malária Cerebral Experimental (MCE) 

pelo uso do corante Azul de Evans como marcador, adaptado do método descrito por 

Schmidt et al., (2011). 

No 7º dia pós-infecção após cada experimento os camundongos dos grupos 

controle e infectados foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de solução 

de Cloridrato de Quetamina (1mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina (1mg/Kg), seguido da 

injeção de 200µl do corante Azul de Evans (2%) no coração de cada animal. Após o 

bombeamento do corante para todo o corpo do animal, o mesmo foi perfundido com 

10 ml de solução salina (0,9%) e o cérebro coletado por craniotomia, posteriormente o 

cérebro foi colocado em uma placa de petri, levado à uma lupa acoplada a sistema de 

captura de imagem (NIKON, modelo SMZ1500) para o registro da possível presença de 

extravasamento vascular na microvasculatura dos camundongos. Os animais 

infectados que não apresentaram presença de extravasamento vascular foram 

considerados com ausência de MCE, os quais foram avaliados separadamente como 

MCE-. 

 

3.5 Quantificação de citocinas pelo método de ELISA 

Para determinação do processo inflamatório dos animais com MCE os níveis de 

TNF-α, IL-10 e IL-6 foram quantificados por ELISA (do inglês, Enzyme-Linked Immuno 

Sobert Assay) com a utilização de kit específico para cada uma das citocinas. A 
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quantificação foi realizada no córtex e tecido retiniano dos grupos controle e infectado 

no 7º d.p.i. 

Para obtenção dos tecidos de interesse os animais foram inicialmente 

anestesiados seguido pela dissecação dos seguintes tecidos utilizando CMF gelado 

(meio livre de cálcio e magnésio) (pH 7,4) para garantir a viabilidade das amostras. 

Primeiramente, foi realizado a dissecação do tecido retiniano e o mesmo foi 

transferido para tubos cônicos de 1,5 ml onde foi acrescido 500µl de tampão PHEN 

(MgCl2 9,8 mM; KCl 140 mM; EDTA 26 mM; HEPES 43,6 mM; PIPES 137,5 mM; Inibidor 

de protease 1%; pH: 6,9). Para obtenção do córtex foi realizado a craniotomia, 

posteriormente o tecido foi transferido para um tubo cônico de 5 ml e acrescido 1 ml 

de tampão PHEN. Em seguida, as amostras foram sonicadas em um homogeneizador 

de tecidos e centrifugadas à 6000 rpm a 4°C durante 20 minutos. O sobrenadante foi 

coletado, aliquotado e estocado a -20°C até a realização da dosagem. Uma alíquota 

destas amostras foi separada para posterior dosagem de proteína. 

Para o ensaio de dosagem do TNF-α, IL-10, IL-6, as placas foram inicialmente 

sensibilizadas com o anticorpo de captura (1:200) durante 18 horas a 4°C. Após esse 

período, a placa foi lavada com uma solução de PBS (0,05% Tween-20) e incubada com 

a solução de bloqueio por mais uma hora, em agitação. Em seguida, após uma nova 

série de lavagens, as amostras foram adicionadas a reação por um período de duas 

horas em temperatura ambiente. Paralelamente, para o estabelecimento da curva-

padrão, foram utilizadas diferentes diluições do padrão TNF-α, IL-10 e IL-6, a uma 

concentração inicial de 500pg/ml. 

Após a incubação das amostras e da curva-padrão, uma solução do anticorpo 

de detecção foi adicionada por mais uma hora, seguida da solução de avidina ligada a 
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peroxidase (HRP). Após a adição do substrato TMB, a reação foi interrompida com uma 

solução de ácido sulfúrico (2N). A quantidade de TNF-α, IL-10 e IL-6 em cada poço 

foram determinadas, separadamente, com auxílio do leitor de microplaca em um 

comprimento de onda de 450nm, sendo que a concentração referente a cada amostra 

foi calculada a partir da curva-padrão correspondente em pg/mg de proteína e 

expressa em porcentagem em relação ao controle. 

 

3.6 Quantificação de glutamato e GABA 

Para avaliação das possíveis alterações neuroquímicas no tecido retiniano de 

camundongos inoculados com a cepa PbA foi realizado o ensaio de liberação de 

glutamato (Glu) e GAMA-AMINO-N-BUTÍRICO (GABA) e o ensaio de captação de 

glutamato no 7º dia pós-infecção (d.p.i). 

Inicialmente, foi realizado o ensaio de liberação de glutamato e GABA no 7º 

d.p.i. Os animais foram anestesiados, sacrificados por deslocamento cervical e o tecido 

retiniano dissecado em solução de Hank (NaCl 128 mM; KCl 4 mM; MgCl2 1 mM, CaCl2 

2mM, glicose 12mM e HEPES 20mM; pH 7,4) gelado. Posteriormente, o tecido foi 

submetido ao ensaio de liberação de glutamato e GABA durante 20 minutos em 500µl 

de solução de Hank a 37ºC. Em seguida, o meio de incubação foi coletado e 

armazenado para posterior quantificação. 

Para o ensaio de captação de glutamato, o tecido foi obtido como descrito 

anteriormente. Neste ensaio, o tecido retiniano foi lavado em solução de Hank (3x) e 

incubado com 500µl solução de Hank contendo 50µM de glutamato durante 10 

minutos, em seguida a amostra foi coletada e congelada para posterior análise. O 

tecido retiniano foi homogeneizado em 500μl de PBS/NaOH 1N para posterior 
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dosagem de proteína. As amostras foram quantificadas pelo Sistema de Cromatografia 

Líquida de Alta Eficácia (CLAE) (Figura 9). 

Para quantificação de glutamato e GABA foi utilizado o método descrito por 

Moraes et al., (2012). O sistema CLAE apresenta fase móvel com gradiente composto 

por fase A (Tampão acetado de sódio 50 µM e metanol); (PH 5,67) e fase B (metanol 70 

%), fluxo de 1,2 ml/min, corrida de 25 minutos, detector fluorescente, comprimento de 

onda de excitação 340nm e emissão de 460nm. 

As amostras previamente coletadas e armazenadas foram descongeladas e 

adicionada 20µl de ácido tricloracético (TCA) a 1% para precipitação da proteína 

presente na amostra, a mesma foi centrifugada a 7000 rpm durante 5 minutos, 300µl 

do sobrenadante foi coletado e 20µl de homoserina (padrão interno) foi acrescido. 

Uma vez a amostra pronta, foi realizada a derivatização da amostra com o objetivo de 

aumentar a sensibilidade de detecção. Em um tubo cônico âmbar, foi adicionado 60µl 

de amostra, 40µl de tampão borato (pH 9.5) e 10µl de OPA (13 mg de Ortoftaldeído + 

16,3 mg de N-acetil-cisteína diluído em 300µl de metanol). Após 5 minutos de reação, 

a amostra foi injetada no Sistema CLAE para ser detectada e quantificada. 
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Figura 9: Desenho esquemático do Sistema de Cromatografia Líquida de Alta Eficácia 

utilizado (CLAE) nos experimentos. 

 

3.7 Dosagem de Proteína 

A dosagem de proteína foi realizada de acordo com o protocolo descrito por 

Bradford (1976). Este método foi realizado para normatização da quantificação de 

glutamato e GABA que foi liberado pelo tecido retiniano. As amostras previamente 

obtidas foram descongeladas e no tubo cônico com volume de 3 ml foi adicionado 50µl 

de amostra e 150µl de água destilada (H2Od), posteriormente foi adicionado 2 ml de 

reativo de Bradford (100 mg Azul Brilhante de Coomassie, 50ml de etanol 95%, 100ml 

de ácido fosfórico 85%) o qual reagiu com a amostra durante 2 minutos. De três em 

três tubos foram feitas leituras no espectrofotômetro com comprimento de onda de 

595nm. Os valores foram obtidos de acordo com uma curva-padrão pré-estabelecida 

com BSA (Albumina Sérica Bovina). 
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3.8 Eletrorretinograma (ERG) 

3.8.1 Equipamentos 

Os pulsos de luz foram gerados por um fotoestimulador com tubo de xenônio, 

modelo PS33-PLUS, marca Grass Technolgies. Foram utilizados filtros de densidade 

neutra, o qual reduz a intensidade luminosa para 1,5 unidades log e 0,5 unidades log. 

Foram utilizados eletrodos: eletrodo de aço tipo agulha, modelo F-E3-48; eletrodo de 

prata tipo disco de 6 mm, modelo F-E6SHC-12, ambos da marca Grass Technolgies; 

eletrodo de filamento de prata (dobrado em forma circular em tamanho proporcional 

ao olho do animal) (Figura 10). 

Os registros eletrofisiológicos que forem obtidos foram enviados a um 

amplificador diferencial AC com alta impedância de entrada (Grass Technolgies, 

modelo P511), com filtragem passa-alta de 0,3 Hz e passa-baixa de 300 Hz. As 

respostas elétricas da retina foram amplificadas em 50.000 vezes, monitoradas com 

um osciloscópio (Protek, modelo 6510) com uma frequência de amostragem de 1 KHz 

por uma placa de aquisição de dados A/D (NationalInstruments, Austin, TX). Foi 

utilizado o programa Labview 3.0 (NationalInstruments, Austin, TX) para aquisição de 

dados. 
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Figura 10: Desenho esquemático dos equipamentos de Eletrorretinograma (ERG) 

utilizado para o desenvolvimento do presente trabalho. 

 

3.8.2 Procedimentos 

Os registros foram realizados um dia antes da inoculação da cepa de PbA (i.p) 

ou injeção intraperitoneal de PBS e no 7º dia pós-infecção de acordo com protocolo 

adaptado de Harazny et al., (2009). Para os testes de resposta de bastonete e mista 

(bastonetes e cones) Os animais foram adaptados ao escuro por, no mínimo 14 horas 

(“overnight”) na sala de experimentação, com o objetivo de manter os bastonetes em 

seu limiar de ativação. Os registros eletrofisiológicos da retina foram realizados após 

anestesiar os animais com injeção intraperitoneal de solução de cloridrato de 

Quetamina (1mg/Kg) e cloridrato de Xilazina (1mg/Kg). Também foi previamente 

realizada a dilatação da pupila com uma gota de colírio tropicamida a 1% 
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(MydriacylAlcon®) para que o estímulo luminoso alcance maior área possível do tecido 

retiniano. 

Após a dilatação da pupila, os eletrodos foram colocados com auxílio de uma 

lupa (3,5x) da seguinte forma: eletrodo ativo bipolar de filamento de prata posicionado 

sobre a córnea com colírio de metilcelulose a 2% para proteção da superfície da 

córnea; o eletrodo referência (tipo agulha) posicionado na pálpebra inferior 

(atravessando-a) e o eletrodo terra (tipo disco) na orelha ipsilateral ao olho que foi 

testado, utilizando uma pasta eletrolítica (Ten20, D.O. WEAVER) aplicada no eletrodo, 

para facilitar a condução elétrica. Logo em seguida os animais foram posicionados na 

gaiola de Faraday (46,5x40,3x30cm), a 30cm do fotoestimulador. 

Todos esses procedimentos foram realizados no escuro com auxílio de uma luz 

vermelha de baixa intensidade. Após os registros das respostas escotópicas, os 

camundongos foram adaptados ao claro por 3 minutos, para anular a participação de 

bastonetes, obtendo respostas isoladas de cones. Os estímulos luminosos foram 

obtidos por fotoestimulador modelo PS33-PLUS posicionado a 30 cm do olho do 

animal. 

Foram apresentados estímulos de luz branca com diferentes intensidades, 

duração e intervalo interestímulos de acordo com o tipo de resposta que se pretende 

obter, baseado nos padrões estabelecidos. Para cada tipo de resposta foram emitidos 

6 a 12 pulsos. A resposta final foi a média das respostas a cada pulso.  

Os registros foram obtidos da seguinte forma: 

a) Resposta de bastonete: 

 Condição de adaptação: escotópica. 

 Intensidade do estímulo: < 0,09 cd.s/m2). 
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 Duração do estímulo: 10 ms. 

 Intervalo interestímulos: 2 segundos. 

 Resposta: bastonetes. 

b) Resposta mista 1 (Combinada bastonete-cone): 

 Condição de adaptação: escotópica. 

 Intensidade do estímulo: 0,378 cd.s/m2, com uso de filtro de densidade 

neutra (redução de 1,5 unidades log). 

 Duração do estímulo: 10 ms. 

 Intervalo interestímulos: 10 segundos. 

 Resposta: cones e bastonetes. 

c) Resposta mista 3 (resposta escotópica máxima ou combinada bastonete-cone): 

 Condição de adaptação: escotópica. 

 Intensidade do estímulo: 10,215 cd.s/m2. 

 Duração do estímulo: 10 ms. 

 Intervalo interestímulos: 10 segundos. 

 Resposta: cones e bastonetes. 

d) Resposta de cones ao flash único de luz branca: 

 Condição de adaptação: fotópica (3 minutos). 

 Intensidade do estímulo: 10,215 cd.s/m2. 

 Duração do estímulo: 10 ms. 

 Intervalo interestímulos: 1 segundo. 

 Resposta: cones. 
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3.8.3 Mensuração dos componentes ffERG 

As respostas foram obtidas a partir de cada pulso de luz que foram 

promediadas e medidas com auxílio do programa Signal 3.0 como descrito a seguir: A 

amplitude da onda-a é a medida entre a linha de base e o pico máximo da onda-a e a 

amplitude da onda-b é a medida entre o pico máximo da onda-a e o pico máximo da 

onda-b. O tempo implícito de cada onda é medido entre o início do estímulo (flash) e o 

pico máximo da onda (Figura 11). 

 

 

Figura 11: Desenho esquemático do registro obtido pelo Eletrorretinograma (ERG) e 

exemplificação dos parâmetros avaliados em cada registro. 

 

3.9 Análise Estatística 

Para análise estatística dos resultados, os dados foram submetidos a Análise de 

Variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer (Controle; MCE-; 

MCE). Para análise de dois grupos (Controle e MCE) foi utilizado test t student. Todos 

as análises foram realizadas com o auxílio do programa BioEstat 5.3, considerando 
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como significativo p<0.05. Todos os dados foram apresentados como média ± desvio 

padrão. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Caracterização do Quadro de Malária Cerebral Experimental 

4.1.1 Curva de Sobrevivência e Sintomas Clínicos 

Antes de caracterizarmos a resposta inflamatória, bem como as possíveis 

alterações neuroquímicas e eletrofisiológicas no tecido retiniano de camundongos 

albino suíço inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei, uma série de 

parâmetros foram avaliados com o intuito de padronizar o desenvolvimento do quadro 

de Malária Cerebral Experimental (MCE) no grupo inoculado com a cepa PbA. 

Inicialmente, foi avaliado o curso temporal da doença obtido a partir do 

monitoramento diário da taxa de sobrevivência desses animais após o início da 

infecção. Durante este período, foi possível observar que a inoculação dos 

camundongos albinos suíço com a cepa PbA resultou em uma infecção aguda e letal 

que iniciou-se no 6º d.p.i., mantendo-se até o 10º d.p.i., com uma significativa 

diminuição na taxa de sobrevida no 6º d.p.i., (Figura 12). 

Os camundongos inoculados com a cepa PbA que não apresentaram o quadro 

clínico da doença, caracterizados com ausência de Malária Cerebral Experimental 

(MCE-), evoluíram para óbito entre o 14º-26º d.p.i. (Figura 12), possivelmente pelo 

desenvolvimento de uma elevada parasitemia  

Durante a evolução da doença também foram observados os primeiros 

sintomas clínicos e comportamentais apresentados pelos animais MCE, como: ataxia, 

hemiplegia, desvio de cabeça, desorientação, disfunção respiratória e picos 

convulsionais seguidos do estado de coma que iniciaram no 5º d.p.i., intensificando-se 

entre o no 6º d.p.i. e 8º d.p.i., momento em que a taxa de mortalidade desses animais 

aumenta significativamente. 
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Figura 12: Curva de sobrevivência de camundongos albinos suíços infectados com a 

cepa PbA. Os animais foram inoculados com 106 de eritrócitos parasitados, 

apresentando dois grupos experimentais: MCE- (Ausência de Malária Cerebral 

Experimental) e MCE (Presença de Malária Cerebral Experimental) (n = 13 animais). 
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4.1.2 Parasitemia e Avaliação da massa corpórea 

A evolução da parasitemia também foi acompanhada a partir da obtenção de 

distensões sanguíneas delgadas nos dias 3, 5, 7 e 9 pós-infecção. Durante esta análise, 

observou-se no 3º d.p.i a presença % de parasitemiados diferentes estágios do parasita 

na fase eritrocítica, como a forma de anel e trofozoíto jovem e maduro (Figura 13B). 

Somado a isso, no 7º d.p.i., os animais do grupo infectado apresentaram 

anormalidades morfológicas na membrana celular dos eritrócitos parasitados (Figura 

13C), além de uma evidente e intensa evolução na parasitemia. 

A análise do desenvolvimento da parasitemia no decorrer dos dias pós-infecção 

demonstrou uma rápida progressão da  nos animais que desenvolveram o quadro de 

MCE. No 3º d.p.i, foi observada uma parasitemia inicial de ~4% que aumenta 

gradativamente a partir do 5º d.p.i (Figura 14). No 7º d.p.i, o nível de parasitemia dos 

animais que desenvolveram o quadro clínico da MCE foram maiores (~14%) quando 

comparado ao nível de parasitemia dos animais que apresentaram ausência do quadro 

clínico de MCE (MCE-) (~7%) (Figura 14). O acompanhamento da parasitemia 

demonstrou que os camundongos albino suíço que desenvolveram o quadro de MCE 

apresentaram uma baixa parasitemia no momento do óbito, em torno de 15-20% 

(Figura 14). 

Além disso, também foi avaliada uma possível alteração no ganho de massa 

corpórea dos animais controle e infectados no decorrer dos dias pós-infecção. A massa 

corpórea dos animais foi mensurada nos dias 3, 5, 7 e 9 pós-infecção, permitindo 

observar que a infecção com a cepa PbA não ocasionou alteração no ganho de massa 

corpórea dos camundongos albino suíço infectados durante o estabelecimento da 

doença (Figura 15). 
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Figura 13: Fotomicrografias de distensões sanguíneas coradas com Giemsa (1000x). A: 

Controle; B: MCE no 3º d.p.i. As setas marcam a presença dos diferentes estágios 

eritrocíticos do protozoário; C: MCE no 7º d.p.i. As setas marcam o aumento da 

parasitemia, bem como, alterações estruturais e morfológicas das células sanguíneas 

comumente infectadas pelo parasita. 
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Figura 14: Evolução da parasitemia de camundongos albinos suíços infectados com a 

cepa PbA. Os animais foram inoculados com 106 de eritrócitos parasitados, 

apresentando dois grupos experimentais: MCE- (Ausência de Malária Cerebral 

Experimental) e MCE (Presença de Malária Cerebral Experimental) (n = 13 animais). * 

MCE vs MCE-; dados apresentados em Média±Desvio Padrão; p<0.05. 
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Figura 15: Avaliação do ganho de massa corpórea de camundongos albinos suíços 

controle e infectados com a cepa PbA. Os animais foram inoculados com 106 de 

eritrócitos parasitados ou PBS, apresentando três grupos experimentais: Controle 

(PBS); MCE- (Ausência de Malária Cerebral Experimental) e MCE (Presença de Malária 

Cerebral Experimental) (n= 13 animais). 
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4.1.3 Permeabilidade vascular pelo uso do corante Azul de Evans 

O ensaio de permeabilidade vascular juntamente com os dados mostrados 

acima nos permitiu dividir o grupo infectado com a cepa PbA em animais que 

desenvolveram o quadro de MCE e animais que não desenvolveram o quadro (MCE-), a 

partir da presença ou ausência de extravasamento vascular do corante Azul de Evans. 

Os animais controle e infectados foram submetidos ao Ensaio de 

Permeabilidade Vascular no 7º d.p.i, o qual nos permitiu observar que entre 13 

animais infectados com a cepa PbA, 10 apresentaram os sinais clínicos da doença, 

juntamente com presença do extravasamento vascular do corante Azul de Evans 

(Figura 17C). A partir deste dado, pode-se observar uma taxa de incidência do quadro 

de MCE em torno de 77% (Figura 16), uma vez que, aproximadamente, 23% do grupo 

não desenvolveu o quadro de extravasamento vascular (Figura 17B), apresentando-se 

morfologicamente semelhante ao grupo controle (Figura 17A). 

Ademais, também foi possível demonstrar a presença de várias 

microhemorragias no tecido cerebral dos camundongos que desenvolveram o quadro 

de MCE (Figura 18B) quando comparados ao grupo controle, que apresentou ausência 

de microhemorragias (Figura 18A). 
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Figura 16: Incidência do quadro de MCE no grupo de camundongos albinos suíços 

controle e infectados com a cepa PbA. Os animais foram inoculados com 106 de 

eritrócitos parasitados, apresentando dois grupos experimentais: Controle; MCE- 

(Ausência de Malária Cerebral Experimental) e MCE (Presença de Malária Cerebral 

Experimental) (n = 13 animais). 
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Figura 17: Ensaio de Permeabilidade Vascular pelo uso do corante Azul de Evans. A: 

Ausência de extravasamento vascular no cérebro de camundongos controle (PBS); B: 

Ausência de extravasamento vascular no cérebro de camundongos infectados que não 

desenvolveram o quadro de MCE (MCE-); C: Presença de extravasamento vascular no 

cérebro de camundongos infectados com a cepa PbA. 
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Figura 18: Ensaio de Permeabilidade Vascular pelo uso do corante Azul de Evans. A: 

Ausência de microhemorragias no cérebro de camundongos controle (PBS); B: 

Microhemorragias em cérebros de camundongos albino suíço infectados com a cepa 

PbA. A seta marca a presença de focos hemorrágicos caracterizando o extravasamento 

vascular no grupo MCE. 
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4.2 Níveis de TNF-α, IL-6 e IL-10 no Córtex e na Retina de camundongos albino suíço 

infectado com cepa PbA 

 Para caracterizar a evolução da resposta inflamatória associada ao quadro da 

MCE realizou-se a dosagem de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6 e 

antiinflamatórias como IL-10 nos tecidos cerebrais e retinianos de camundongos albino 

suíço controles e infectados com a cepa PbA. 

 No tecido cerebral, observou-se que no 7º d.p.i a concentração de TNF-α 

aumentou significativamente nos animais infectados (0,44±0,09 µg/mg de proteína) 

quando comparado aos animais do grupo controle (0,17±0,03 µg/mg de proteína) 

(Figura 19). O mesmo pode ser observado para a IL-6, cuja concentração aumentou 

significativamente nos animais infectados (0,35±0,12 µg/mg de proteína) quando 

comparado aos animais do grupo controle (0,08±0,03 µg/mg de proteína) (Figura 20). 

Além disso, também demonstramos que a concentração de IL-10 também aumentou 

significativamente nos animais infectados (1,82±0,55 µg/mg de proteína) quando 

comparado aos animais do grupo controle (0,19±0,01 µg/mg de proteína) (Figura 21) 

no 7º d.p.i.  

A partir dos dados acima, caracterizou-se um intenso processo inflamatório no 

tecido cerebral durante o desenvolvimento da infecção com a cepa PbA, o que garante 

a evolução do quadro clínico da doença com o comprometimento cerebral. 
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Figura 20: Concentração de TNF-α no cérebro de camundongos albino suíços no 7º dia 

pós-infecção com a cepa PbA. Dados expressos pela média dos grupos. * Infectado vs 

Controle; dados apresentados em Média±Desvio Padrão; p<0.05 (Test t Student). 

 

 

Figura 21: Concentração de IL-6 no cérebro de camundongos albino suíços no 7º dia 

pós-infecção com a cepa PbA. Dados expressos pela média dos grupos. * Infectado vs 

Controle; dados apresentados em Média±Desvio Padrão; p<0.05 (Test t Student). 
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Figura 22: Concentração de IL-10 no cérebro de camundongos albino suíços no 7º dia 

pós-infecção com a cepa PbA. Dados expressos pela média dos grupos. * Infectado vs 

Controle; dados apresentados em Média±Desvio Padrão; p<0.05 (Test t Student). 
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 Entretanto, as quantificações desses mesmos mediadores inflamatórios no 

tecido retiniano de camundongos albino suíço controle e infectados com a cepa PbA 

no 7º d.p.i mostrou um perfil diferente.  

 No tecido retiniano, observou-se que não houve alterações nas concentrações 

das citocinas pró-inflamatórias, TNF-α (Figura 23) e IL-6 (Figura 24). Além disso, 

demonstrou-se um significativo aumento na concentração de IL-10 nos animais que 

desenvolveram o quadro de MCE (137,7±58,2 µg/mg de proteína) quando comparado 

aos animais do grupo controle (23,6±5,7 µg/mg de proteína) e do grupo que não 

desenvolveu o quadro de MCE (MCE-) (38,1±8,5 µg/mg de proteína) (Figura 25). 

Sugerindo que o aumento nos níveis do mediador antiinflamatório IL-10 pode estar 

desempenhando um importante papel protetor na retina frente ao processo 

inflamatório comumente desencadeado no córtex durante o desenvolvimento do 

quadro da MCE. 
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Figura 23: Concentração de TNF-α na retina de camundongos albino suíços no 7º dia 

pós-infecção com a cepa PbA. MCE representa os animais que desenvolveram o 

quadro de MC experimental; MCE- representa os animais que não desenvolveram o 

quadro de MC experimental. Dados apresentados em Média±Desvio Padrão. 
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Figura 24: Concentração de IL-6 na retina de camundongos albino suíços no 7º dia pós-

infecção com a cepa PbA. MCE representa os animais que desenvolveram o quadro de 

MC experimental; MCE- representa os animais que não desenvolveram o quadro de 

MC experimental. Dados apresentados em Média±Desvio Padrão. 
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Figura 25: Concentração de IL-10 na retina de camundongos albino suíços no 7º dia 

pós-infecção com a cepa PbA. MCE representa os animais que desenvolveram o 

quadro de MC experimental; MCE- representa os animais que não desenvolveram o 

quadro de MC experimental. Dados expressos pela média dos grupos. * MCE vs 

Controle; # MCE vs MCE-; dados apresentados em Média±Desvio Padrão; p<0.05 

(ANOVA, pós-teste Tukey Kramer). 
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4.3 Efeito da Malária Cerebral Experimental sobre a liberação de glutamato e GABA e 

captação de glutamato 

Uma vez caracterizado o quadro de MCE em camundongos albinos suíços, bem 

como a evolução da resposta inflamatória, foi possível avaliar as possíveis alterações 

induzidas nos principais sistemas de neurotransmissão do tecido retiniano de 

camundongos albino suíço inoculados com a cepa PbA.  

Inicialmente, o tecido retiniano de camundongos controle e infectados foi 

submetido ao ensaio de liberação de glutamato e GABA no 7º d.p.i. Com relação aos 

níveis de glutamato, foi observado que o mesmo aumentou significativamente nos 

animais que apresentaram o quadro de MCE (0,024±0,006 µM/mg de proteína) 

quando comparado aos animais do grupo controle (0,007±0,002 µM/mg de proteína) e 

aos animais que não desenvolveram o quadro de MCE (MCE-) (0,01±0,003 µM/mg de 

proteína) (Figura 26). Entretanto, com relação aos níveis de GABA, não foi observado 

diferença estatística entre os grupos (Figura 27), demonstrando que o quadro de MC 

experimental promoveu alteração apenas no sistema glutamatérgico. 

Além disso, o tecido retiniano de camundongos controle e infectados também 

foi submetido ao ensaio de captação de glutamato no 7º d.p.i. Neste ensaio, observou-

se que a concentração de glutamato captado aumentou significativamente nos animais 

que desenvolveram o quadro de MCE (0,13±0,019 µM/mg de proteína) quando 

comparado aos animais do grupo controle (0,093±0,007 µM/mg de proteína) (Figura 

28). Observou-se, ainda, o aumento significativo da concentração de glutamato 

captado nos animais que não desenvolveram o quadro de MCE (MCE-) (0,11±0,007 

µM/mg de proteína) quando comparado aos animais do grupo controle (0,093±0,007 

µM/mg de proteína) (Figura 28). 
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Figura 26: Liberação de glutamato no tecido retiniano de camundongos albino suíço 

inoculados com a cepa PbA. MCE representa os animais que desenvolveram o quadro 

de MC experimental; MCE- representa os animais que não desenvolveram o quadro de 

MC experimental. Dados expressos pela média dos grupos. * MCE vs Controle; # MCE 

vs MCE-; dados apresentados em Média±Desvio Padrão; p<0.05 (ANOVA, pós-teste 

Tukey Kramer). 
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Figura 27: Liberação de GABA no tecido retiniano de camundongos albino suíço 

inoculados com a cepa PbA. MCE representa os animais que desenvolveram o quadro 

de MC experimental; MCE- representa os animais que não desenvolveram o quadro de 

MC experimental. Dados apresentados em Média±Desvio Padrão. 
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Figura 28: Captação de glutamato no tecido retiniano de camundongos albino suíço 

inoculados com a cepa PbA. MCE representa os animais que desenvolveram o quadro 

de MC experimental; MCE- representa os animais que não desenvolveram o quadro de 

MC experimental. Dados expressos pela média dos grupos. * MCE ou MCE- vs 

Controle; dados apresentados em Média±Desvio Padrão; p<0.05 (ANOVA, pós-teste 

Tukey Kramer). 
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4.4 Avaliação das Respostas Eletrorretinográficas no quadro de Malária Cerebral 

Experimental  

A funcionalidade do tecido retiniano é modulada por dois principais sistemas 

de neurotransmissão, sendo eles o sistema glutamatérgico, principal via excitatória de 

neurotransmissão em mamíferos, e o sistema gabaérgico, principal via inibitória. Após 

observarmos os efeitos do desenvolvimento do quadro da MCE na neuroquímica da 

retina, tornou-se interessante elucidar quais seriam os efeitos ocasionados na 

funcionalidade propriamente dita do tecido retiniano em camundongos infectados 

com a cepa PbA. 

Para elucidarmos tais efeitos, foi utilizado o Eletrorretinograma de Campo 

Total, o qual nos permitiu avaliar o registro elétrico da retina em resposta a um 

estímulo luminoso pela estimulação simultânea em todo o campo visual permitindo 

uma avaliação em massa das células de toda retina. Nesse teste, os animais controle e 

infectados foram testados antes da infecção com o PbA e no 7º d.p.i., onde obtivemos 

respostas isoladas de bastonetes, mistas 1 e mista 3 (cones e bastonetes), e isoladas 

de cones, as quais foram divididas em amplitude de onda-a (resposta de 

fotorreceptores) e amplitude de onda-b (resposta de neurônios de segunda ordem). 

Além disso, também foi possível avaliar o tempo implícito (tempo de resposta da célula 

ao estímulo) de cada resposta obtida. 

Com relação a amplitude de cada resposta obtida, observou-se que a amplitude 

de onda-b em respostas do tipo mista 1 (cone e bastonete) diminuiu significativamente 

nos animais infectados com a cepa PbA (50,9±15.1 µV) quando comparado aos animais 

controle (100,9±19,5 µV) (Figura 29B). Contudo, com relação as outras respostas como 
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isolada de bastonetes, mista 3 e isoladas de cones não foi observado diferença 

significativa entre os grupos (Figura 29). 

Ao avaliarmos o tempo implícito de cada resposta obtida, observou-se que o 

mesmo aumentou significativamente para respostas isoladas de bastonetes nos 

animais infectados no 7º d.p.i (73±2,8 ms) quando comparado aos animais do grupo 

controle (65±1,4 ms) e quando comparado entre o mesmo grupo no linha de base 

(antes da infecção) (61,9±2,98 ms) (Figura 30). Observou-se também aumento de 

tempo implícito para respostas de onda-a em resposta mista 1 nos animais infectados 

(24,3±0,57 ms) quando comparado aos animais do grupo controle (17,5±0,7 ms) e 

quando comparado entre o mesmo grupo no linha de base (antes da infecção) 

(19.4±1,34 ms) (Figura 31A), e aumento de tempo implícito para respostas de onda-b 

em resposta mista 3 nos animais infectados (42±1,7 ms) quando comparado aos 

animais do grupo controle (32,3±3,2 ms) e quando comparado entre o mesmo grupo 

no linha de base (antes da infecção) (32,2±4,6 ms) (Figura 31D). Além disso, 

demonstrou-se um aumento no tempo implícito no potencial oscilatório dos animais 

infectados (26,5±0,5 ms) quando comparado aos animais do grupo controle (22±1,4 

ms) e quando comparado entre o mesmo grupo no linha de base (antes da infecção) 

(22±1,2 ms) (Figura 33). Ao avaliarmos o tempo implícito de respostas isoladas de 

cones não foi observado diferença significativa entre os grupos (Figura 32), bem como 

em respostas onda-b de mista 1 (Figura 31B) e onda-a de mista 3 (Figura 31C). 

Esses resultados demonstram, pela primeira vez, que o desenvolvimento do 

quadro de MC experimental é capaz de alterar a funcionalidade do tecido retiniano, 

diminuindo a resposta de células bipolares e aumentando o tempo de resposta de 

fotorreceptores (bastonetes), células bipolares e amácrinas. 
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Figura 29: Amplitude de resposta do tecido retiniano de camundongos albino suíço 

inoculados com a cepa PbA. (A) onda-b de resposta isolada de bastonete; (B) onda-b 

de resposta mista 1; (C) onda-a de resposta de mista 3; (D) onda-b de resposta mista 3; 

(E) onda-a de resposta isolada de cone; (F) onda-b de resposta isolada de cone. Dados 

expressos pela média dos grupos. * MCE vs Controle; p<0.05 (Teste t Student). 
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Figura 30: Tempo implícito de resposta isolada de bastonete do tecido retiniano de 

camundongos albino suíço inoculados com a cepa PbA. Dados expressos pela média 

dos grupos. * MCE vs Controle; # MCE+ vs MCE-; p<0.05 (ANOVA, pós-teste Tukey 

Kramer). 
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Figura 31: Tempo implícito de resposta mista (bastonete e cone) do tecido retiniano de 

camundongos albino suíço inoculados com a cepa PbA. (A) onda-a de resposta mista 1; 

(B) onda-b de resposta de mista 1; (C) onda-a de resposta mista 3; (D) onda-b de 

resposta mista 3. Dados expressos pela média dos grupos. * MCE vs Controle; # MCE+ 

vs MCE-; p<0.05 (ANOVA, pós-teste Tukey Kramer). 
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Figura 32: Tempo implícito de resposta isolada de cone do tecido retiniano de 

camundongos albino suíço inoculados com a cepa PbA. (A) onda-a de resposta de cone 

(B) onda-b de resposta de cone. Dados expressos pela média dos grupos. 

 

 

Figura 33: Avaliação do tempo implícito de resposta de potencial oscilatório do tecido 

retiniano de camundongos albino suíço inoculados com a cepa PbA. Dados expressos 

pela média dos grupos. * MCE vs Controle; # MCE vs MCE-; p<0.05 (ANOVA, pós-teste 

Tukey Kramer).  
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5 DISCUSSÃO 

 A Malária Cerebral é uma doença multifatorial, que apresenta mecanismos 

complexos e pouco elucidados. Estudos sugerem que o desenvolvimento deste quadro 

encontra-se relacionado tanto com a citoaderência de eritrócitos parasitados no 

endotélio vascular, quanto com a indução de um processo imunológico exarcebado 

(Berendt et al., 1994; Carvalho et al., 2014; Combes et al., 2006; Hunt & Grau 2003; 

Martins et al., 2009a; Medana & Turner, 2006; Miller et al., 2002). Além disso, estudos 

demonstraram o desenvolvimento de uma retinopatia grave associada ao quadro da 

MC (Medana et al., 2001). Contudo, pouco se sabe sobre as diversas alterações que 

podem ocorrer no tecido retiniano devido o desenvolvimento deste quadro. Diante 

disso, o presente trabalho se propôs em caracterizar a resposta inflamatória bem 

como as alterações neuroquímicas e eletrofisiológicas no tecido retiniano envolvidas 

na patogênese da MC. 

 Para o desenvolvimento deste trabalho, utilizou-se um modelo animal de MC, 

como a infecção de camundongos albino suíço com a cepa ANKA de P. berghei (PbA), o 

qual é fundamental para o desenvolvimento de estudos que buscam elucidar os 

mecanismos envolvidos na patogênese da MC, principalmente no que diz respeito ao 

tecido retiniano. Em 2009, Martins et al. demonstraram, pela primeira vez, que 

camundongos albino suíço inoculados com a cepa PbA são suscetíveis a 

desenvolvimento do quadro de MCE, apresentando as principais características 

associadas a doença, como a presença dos sinais clínicos, as alterações 

histopatológicas do cérebro e bloqueio do fluxo sanguíneo devido a citoaderência de 

leucócitos parasitados no endotélio vascular. 
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 Contudo, para avaliarmos as alterações no tecido retiniano, inicialmente foi 

realizado a padronização do quadro da MCE nos camundongos albino suíço inoculados 

com a cepa PbA, através da análise de diversos parâmetros. Nossos resultados 

demonstraram que os sintomas clínicos (ataxia, deficiência respiratória, desvio de 

cabeça, paralisia, convulsão e coma) observados após a infecção dos camundongos 

albino suíço com a cepa PbA se assemelham aquelas apresentadas em trabalhos 

anteriores utilizando modelos clássicos de MCE (Patel et al., 2008; Randall et al., 2008). 

 Além dos sinais clínicos, outros parâmetros como a taxa de sobrevivência e 

parasitemia também são comumente utilizados para caracterizar o desenvolvimento 

do quadro da MCE (Lacerda-Queiroz et al., 2010; Martins et al., 2009a; 2009b). Ao 

avaliarmos esses parâmetros em nosso trabalho observamos semelhanças ao 

encontrado na literatura, a qual sugere que os camundongos suscetíveis a desenvolver 

o quadro de MCE evoluem para óbito entre o 6º-10º dia após a infecção com a cepa 

PbA (Martins et al., 2009b). Contudo, os animais que não desenvolveram o quadro de 

MCE evoluíram para óbito entre o 14º-27º d.p.i., provavelmente desenvolvendo um 

quadro de anemia severa em função de uma hiperparasitemia (aproximadamente 

60%) (Martins et al., 2009b). Além disso, constatou-se que no momento do óbito, os 

animais que foram suscetíveis a desenvolver o quadro de MCE apresentaram uma 

baixa parasitemia (14%) semelhante ao encontrado em outros trabalhos da literatura 

com o mesmo modelo (Martins et al., 2009b). Estudos apontam que o 

estabelecimento do quadro da MC experimental encontra-se relacionado a uma baixa 

inoculação de eritrócitos parasitados, e consequentemente, o desenvolvimento de 

uma baixa parasitemia destes animais (Curfs et al., 1992). 
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 Com relação a parasitemia, foi observado que os animais que desenvolveram o 

quadro de MCE apresentaram maior aumento na parasitemia entre os dias 5-7 pós-

infecção (aproximadamente 14%) quando comparado aos animais que não 

desenvolveram o quadro de MCE (aproximadamente 7%), sugerindo que a rápida 

progressão da parasitemia nesse período está associada à intensa ativação da resposta 

imunológica desencadeada pela liberação de antígenos fundamentais para o 

estabelecimento do quadro de MC, juntamente como a aderência dos eritrócitos 

parasitados na microvasculatura cerebral, também modulada pela resposta 

imunológica (Miller et al., 2002).  

 Além da taxa de sobrevivência e parasitemia, também foi avaliado uma possível 

alteração no ganho de massa corpórea dos animais controle e infectados com a cepa 

PbA. Contudo, verificamos que não houve alteração no ganho de massa corpórea dos 

animais no decorrer dos dias pós-infecção, demonstrando que as alterações 

caracterizadas no presente trabalho não estão relacionadas com a perda de massa 

corpórea, visto que uma possível diminuição de massa corpórea no decorrer dos dias 

pós-infecção poderia comprometer nossa análise. Nesse sentido, nossos resultados 

corroboram o encontrado na literatura, onde Daí et al. (2012) observaram que o 

quadro de MC experimental não foi capaz de alterar o ganho de massa corpórea em 

modelo murino até o 7º d.p.i, apresentando diminuição apenas no 9º d.p.i. Vale 

ressaltar, que todos as nossas análises foram realizadas no 7º d.p.i, sendo que não 

observamos diferença nos ganho de massa corpórea em nenhum dos dias pós-

infecção. 

 Outro parâmetro avaliado neste trabalho foi a presença ou ausência de 

extravasamento vascular no tecido cerebral dos camundongos albino suíço infectados, 
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através do ensaio de permeabilidade vascular pelo uso do corante Azul de Evans. Ao 

avaliarmos a presença de extravasamento vascular no grupo controle e infectado 

observamos que 77% do grupo desenvolveram o quadro de MC experimental 

apresentando presença de extravasamento vascular, sendo que estudos prévios 

relatam que a incidência desta neuropatologia entre os camundongos infectados com 

PbA pode variar entre 60-100%, dependendo de características como peso e idade, do 

perfil genético do hospedeiro e da quantidade de eritrócitos parasitados usados no 

momento da inoculação (Amani et al., 1998; Bagot et al., 2002). Somado a isso, 

observamos a presença de diversos focos hemorrágicos distribuídos por todo o 

cérebro dos camundongos que desenvolveram o quadro de MC experimental, 

enquanto que os camundongos controle apresentaram total integridade dos vasos 

sanguíneos que irrigam o tecido cerebral dos mesmos, semelhantemente a outros 

estudos como em Schmidt et al. (2011), os quais demonstraram a presença de 

extravasamento vascular em camundongos com o quadro de MC experimental e 

ausência de extravasamento vascular em camundongos controle. De acordo com 

Chan-Ling et al. (1992), o aumento da permeabilidade vascular na barreira 

hematoencefálica (BHE) ocorre no início da infecção, antes mesmo do surgimento dos 

primeiros sinais clínicos, promovendo danos celulares na microvasculatura cerebral 

durante a progressão da malária cerebral (Neill et al., 1993).  

 Estudos sugerem que as principais alterações na permeabilidade da BHE no 

quadro de MC encontram-se relacionados com a entrada de mediadores inflamatórios 

e antígenos produzidos pela doença no compartimento cerebral, promovendo a 

ativação da microglia e degeneração dos astrócitos (Ma et al., 1997; Medana et al., 

1996; 1997a, b; Deininger et al., 2002). Além disso, Schmidt et al. (2011) 
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demonstraram que a indução de produção de citocinas pró-inflamatórias foi capaz de 

reverter a resistência genética que camundongos BALB-C possuem frente ao quadro de 

MC experimental, tornando-os suscetíveis em desenvolver o quadro, fortalecendo a 

hipótese de que a resposta imunológica é fundamental para a patogênese da malária 

cerebral. 

 Neste sentido, na tentativa de avaliar a participação do processo inflamatório 

no quadro de MC experimental, procuramos determinar e comparar a ativação de 

determinados componentes da resposta imunológica em ambos os tecidos cerebral e 

retiniano de camundongos controle e infectado com a cepa PbA. 

 A produção de antígenos promovida pelo desenvolvimento do quadro da MC 

induz a ativação do sistema imunológico, principalmente dos monócitos, os quais são 

responsáveis pela produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-α 

(Nebl et al., 2005 ), sendo que alguns estudos já demonstraram que o TNF-α e IL-6 

encontram-se em níveis aumentados no tecido cerebral de animais inoculados com a 

cepa PbA (Omer et al., 2000). Além disso, a liberação de citocinas antiinflamatórias, 

como IL-10 possui um papel protetor regulando a síntese de citocinas pró-

inflamatórias em resposta ao parasito (Kossodo et al., 1997). No entanto, pouco de 

sabe sobre a ativação destes componentes no tecido retiniano também acometido por 

esta patologia. 

 No presente trabalho, observamos que no tecido cerebral os níveis das 

citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 encontram-se elevados, o que caracteriza uma intensa 

resposta inflamatória no cérebro durante o quadro de MC experimental. Ratificando 

nossos resultados, Campos et al. (2015) demonstraram o aumento dos níveis de TNF-α, 
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IL-6 e IL-10 nas regiões pré-frontal do córtex e hipocampo de camundongos com o 

quadro de MC experimental.  

 Por outro lado, no tecido retiniano pouco se sabe sobre a liberação destas 

citocinas antes e durante o quadro de MC experimental. Desta forma, avaliando os 

níveis de TNF-α e IL-6 na retina, observamos que a produção destas citocinas não são 

detectáveis durante o desenvolvimento do quadro de MC, diferente do que 

observamos no tecido cerebral. Contudo, ao avaliarmos os níveis de IL-10, observamos 

que a produção desta citocina aumenta no 7º d.p.i, em camundongo que 

desenvolveram o quadro de MC experimental. O resultado em questão caracteriza a 

ausência da resposta inflamatória, via produção de TNF-α e IL-6 no tecido retiniano. 

Sugerindo que o aumento nos níveis de citocinas antiinflamatórias esteja regulando 

essa resposta modulando a produção tanto de TNF-α quanto de IL-6, demonstramos 

que no quadro de malária cerebral, as possíveis alterações na retina induzidas pelo 

processo infeccioso independem de uma ativação inflamatória. 

 Uma vez padronizado o quadro de MC experimental nos camundongos albinos 

suíços utilizados no presente trabalho, foi possíveis avaliar as prováveis alterações 

neuroquímicas e eletrofisiológicas do tecido retiniano dos animais com quadro de MC 

experimental, visto que estudos demonstraram o desenvolvimento de uma retinopatia 

associada a doença, bem como um intenso processo de astrogliose, (Medana et al., 

1996). Além disso, foi demonstrado que a perda de funcionalidade dos astrócitos pode 

resultar na alteração da atividade neuronal da retina (Medana et al., 1997b; Hunt et 

al., 2006). 

 No tecido retiniano, os astrócitos, juntamente com as glias de Muller e 

microglia possuem fundamental importância por promover a homeostasia do tecido, 
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principalmente com relação aos sistemas de neurotransmissão. Dentre os principais 

sistemas de neurotransmissão, destacam-se o sistema glutamatérgico, principal via 

excitatória, e o sistema gabaérgico, principal via inibitória do tecido retiniano (Quinlan 

et al., 1999; Shigeri et al., 2004; Yang, 2004).  

 Ao avaliarmos os níveis extracelulares de glutamato e GABA, observou-se que 

no tecido retiniano de camundongos com o quadro de MC experimental ocorreu o 

aumento da liberação de glutamato. Esse efeito não foi observado com relação aos 

níveis do neurotransmissor GABA. Estes resultados Corroboram com encontrado na 

literatura, onde Miranda et al. (2010), demonstraram que no tecido cortical de 

camundongos C57Bl/6 ocorre um aumento na liberação do glutamato no 6º d.p.i., 

sendo que esse efeito está intimamente associado aos sintomas comportamentais 

apresentados no quadro de MC experimental. 

Além disso, de acordo com Oliveira et al. (2010), o glutamato é retirado da 

fenda sináptica, fundamentalmente, por dois diferentes mecanismos, um dependente 

e outro independente de Na+. Nesse sentido, observamos em nossos resultados, que 

na retina dos camundongos com MC Experimental houve um aumento no transporte 

de glutamato no 7º d.p.i. Nesse contexto, Ward et al., (2005) demonstraram que em 

patologias que acometem o tecido retiniano como a retinopatia diabética destaca-se 

um significativo aumento na funcionalidade de transportadores como o GLAST e o 

EAAT4, evidenciado pela forte e intensa marcação de D-aspartato (análogo do 

glutamato) nas células de Müller deste tecido. Entretanto, importante destacar que a 

elevada atividade destes transportadores não é acompanhada pelo aumento da sua 

expressão nesta condição patológica. 
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O aumento da liberação de glutamato na fenda sináptica é capaz de promover 

a intensa estimulação de receptores pós-sinápticos, desencadeando morte celular por 

excitotoxicidade, característico de inúmeras desordens neurológicas e processos 

isquêmicos (Hazell, A., 2009; Sheldon & Robinson, 2007; Suemori et al., 2006). 

Contudo, observamos um aumento da captação de glutamato, sugerindo que o 

excesso de glutamato na fenda sináptica promoveu o aumento da funcionalidade dos 

transportadores responsáveis por remover este neurotransmissor do meio 

extracelular. 

 Sabendo que os sistemas de neurotransmissão são fundamentais para o 

funcionamento do tecido retiniano, tornou-se fundamental a caracterização de 

possíveis alterações na funcionalidade da retina. Nesse sentindo, no presente trabalho, 

observou-se uma diminuição na amplitude de reposta de onda-b, referente a células 

bipolares (neurônios de segunda ordem) e células de Muller em comunicação com 

cones e bastonetes. Esse resultado encontra-se de acordo com o que foi apresentado 

com relação ao sistema glutamatérgico, onde ocorre o aumento na liberação de 

glutamato, visto que quando os fotorreceptores são estimulados, os mesmos 

respondem hiperpolarizando, cessando a liberação de glutamato na fenda sináptica 

(Kolb, H. 2003). Além disso, Byung-Jin et al. (2013), fortalecem os nossos resultados, 

demonstrando que, em modelo de isquemia em camundongo (7 dias após a indução), 

ocorre diminuição de onda-a e onda-b em respostas mistas (cones e bastonetes) de 

diferentes intensidades. 

 O quadro de MC apresenta uma patogênese complexa, sendo definida como 

um estado de coma associado à complicações neurológicas provenientes de eventos 

hemorrágicos. As microhemorragias, por sua vez, são resultantes do seqüestro de 
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eritrócitos parasitados na microcirculação cerebral e do conseqüente dano endotelial 

(Chen et al., 2000). No cérebro, a obstrução vascular causada pela aderência dos 

eritrócitos no endotélio pode levar a processos isquêmicos com surgimento de 

hemorragias petequiais, que são os principais responsáveis pelo estado de coma na 

MC (Berendt et al., 1994).  

 Outro parâmetro importante para análise da funcionalidade da retina encontra-

se relacionado com o tempo que as células utilizam para responder ao estímulo 

(tempo implícito). Nesta análise, podemos observar que o quadro de MC experimental 

aumentou o tempo implícito em respostas isoladas de bastonetes, respostas mistas 

(cones e bastonetes) e potencial oscilatório (células amácrinas). Estes se assemelham 

ao encontrado na literatura, onde Byung-Jin et al. (2013), que demonstraram, em 

modelo de isquemia em camundongo, aumento no tempo implícito de respostas 

mistas em diferentes intensidades. Sugerindo que, quadros classicamente isquêmicos, 

como a malária cerebral, podem desenvolver alterações na funcionalidade do tecido 

retiniano, alterando tanto a quantidade de células responsivas quanto o tempo que 

essas células demoram em responder ao estímulo luminoso. 

 A isquemia retiniana é responsável por ocasionar alterações visuais em diversas 

patologias, como oclusão vascular retiniana, retinopatia diabética, glaucoma e trauma 

ocular (Bek, T. 2009). É causada por uma redução do fluxo sanguíneo, diminuindo a 

suplementação de oxigênio e outros nutrientes para as diferentes camadas da retina. 

A reperfusão do sangue seguido de um quadro isquêmico encontra-se relacionado a 

geração de estresse oxidativo e resposta inflamatória (Osborne et al., 2004), 

resultando na morte de células ganglionares por diferentes mecanismos, incluindo 

necrose e apoptose. (Piras et al., 2011). Além disso, o dano retiniano promovido por 



101 
 

esta doença está associado, também, a perda de neurônios, degeneração morfológica 

da retina, perda de funcionalidade, e finalmente perda de visão (Russo et al., 2008). 

Esses estudos fortalecem nossos resultados, visto que, mesmo sendo pouco elucidada, 

a patogênese da MC encontra-se relacionada com o bloqueio do fluxo sanguíneo 

devido a citoaderencia de eritrócitos parasitados, seguido de hipóxia aguda do tecido, 

apresentando quadros isquêmicos (Chen et al., 2000). Entretanto, poucos estudos 

buscam elucidar as possíveis alterações desencadeadas no tecido retiniano induzidas 

pelo desenvolvimento do quadro de MC. 

 Assim, este trabalho, caracterizou, pela primeira vez, as alterações 

neuroquímicas e eletrofisiológicas desencadeadas no tecido retiniano de 

camundongos albinos suíços que desenvolveram o quadro de MC experimental, 

destacando a ausência de um processo inflamatório exarcebado. Além disso, mesmo 

sendo pouco elucidados os principais mecanismos envolvidos nessas alterações, este 

estudo se apresenta de enorme valia para comunidade científica para a melhor 

compreensão do desenvolvimento do quadro de malária cerebral. 
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6 CONCLUSÃO 

- A infecção por PbA apresenta um curso agudo e letal na linhagem de 

camundongo albino suíço, com manifestações clínicas mais evidentes entre o 6º e 9º 

dia após a infecção, momento em que a parasitemia permanecia em níveis baixos, em 

torno de 14%. 

- Elucidamos a presença de extravasamento vascular no córtex de 

camundongos albinos suíços que desenvolveram o quadro de MC experimental e 

ausência de extravasamento nos animais que não desenvolveram o quadro. 

- Durante o desenvolvimento do quadro de MCE, os níveis de TNF-α, IL-6 e IL-10 

aumentaram no tecido cerebral, no entanto, na retina os níveis desta citocina 

mantiveram-se baixos, exceto IL-10 que se apresentou elevado, caracterizando a 

ausência de resposta inflamatória neste tecido. 

- Durante o decorrer da infecção houve um aumento na captação e liberação 

de glutamato dependente de Na+ no tecido retiniano, demonstrando o envolvimento 

os sistemas de transporte de aminoácidos nesta patologia. 

- O quadro de MC experimental não alterou os níveis de GABA extracelular no 

tecido retiniano de camundongos albino suíço. 

- Caracterizamos as alterações na funcionalidade do tecido retiniano, através da 

diminuição na amplitude do componente de onda-b de respostas mistas (cones e 

bastonetes), assim como aumento no tempo implícito de respostas isoladas de 

bastonetes, mistas (cones e bastonetes) e potencial oscilatório. 

- O quadro de MC experimental não alterou a amplitude de resposta e nem o 

tempo implícito para respostas de cones. 
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