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RESUMO 

A malária cerebral é caracterizada por deficiências cognitivas permanentes em 

crianças infectadas com Plasmodium. As terapias antimaláricas mostram pouca 

eficácia para evitar déficits neurológicos e alterações do tecido nervoso provocadas 

pela malária grave. A melatonina é um hormônio endógeno com papel bem descrito, 

envolvido no controle das funções cerebrais e na manutenção da integridade da 

barreira hematoencefálica. Avaliamos o efeito da melatonina nas alterações 

histológicas, rompimento da barreira hematoencefálica e deficiências neurocognitivas 

em camundongos que desenvolveram malária cerebral. Camundongos suíços 

infectados com Plasmodium berghei cepa ANKA foram utilizados como modelo de 

malária cerebral. O tratamento com melatonina (5 e 10 mg/kg) foi realizado por quatro 

dias consecutivos após a infecção, e os dados mostraram um aumento na taxa de 

sobrevivência em camundongos infectados tratados com melatonina. Também foi 

observado que o tratamento com melatonina impediu a formação do edema cerebral 

e evitou a quebra da barreira hematoencefálica induzida pela infecção por 

Plasmodium berghei. Além disso, a coloração com hematoxilina e eosina demonstrou 

que a melatonina atenua as alterações histológicas em animais infectados com 

Plasmodium. A melatonina também foi capaz de prevenir danos motores e cognitivos 

em camundongos infectados. Esses resultados mostram pela primeira vez que o 

tratamento com melatonina preveniu danos histológicos cerebrais e alterações 

neurocognitivas induzidas pela malária cerebral. 

Palavras-chave: malária cerebral, melatonina, barreira hematoencefálica, 

comprometimento neurocomportamental, Plasmodium. 
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ABSTRACT 

Cerebral malaria is characterized by permanent cognitive impairments in Plasmodium-

infected children. Antimalarial therapies show little effectiveness to avoid neurological 

deficits and nervous tissue alterations elicited by severe malaria. Melatonin is a well-

recognized endogenous hormone involved in the control of brain functions and 

maintenance of blood–brain barrier integrity. The current study has evaluated the effect 

of melatonin on the histological alterations, blood–brain barrier leakage, and 

neurocognitive impairments in mice developing cerebral malaria. Swiss mice infected 

with Plasmodium berghei ANKA strain was used as cerebral malaria model. Melatonin 

treatment (5 and 10 mg/kg) was performed for four consecutive days after the infection, 

and data have shown an increased survival rate in infected mice treated with 

melatonin. It was also observed that melatonin treatment blocked brain edema and 

prevented the breakdown of blood–brain barrier induced by the Plasmodium infection. 

Furthermore, hematoxylin and eosin staining revealed that melatonin mitigates the 

histological alterations in Plasmodium-infected animals. Melatonin was also able to 

prevent motor and cognitive impairments in infected mice. Taken together, these 

results show for the first time that melatonin treatment prevents histological brain 

damages and neurocognitive alterations induced by cerebral malaria 

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

impairment, Plasmodium 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS  

 

A malária é uma doença infecciosa causada por protozoários do gênero 

Plasmodium spp., transmitida de forma indireta através da picada do mosquito fêmea 

do gênero Anopholes. Atualmente, seis espécies são conhecidas por apresentarem a 

característica de induzir a infecção em humanos, sendo elas P. falciparum, P. vivax, 

P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P. simium, sendo as duas últimas caracterizadas 

pela transmissão zoonótica da doença. (ALVARENGA et al., 2019). No Brasil, as 

espécies predominantes são a P. vivax e P. Falciparum, sendo essa última a 

responsável por induzir as complicações mais severas decorrentes da infecção 

(QUEIROZ et al., 2008; WHO, 2020). 

Segundo dados do Relatório Mundial da Malária, publicado em 30 de novembro 

de 2020 pela Organização Mundial de Saúde, 229 milhões de casos foram notificados 

em todo o mundo no ano de 2019. Destes, evoluíram a óbito aproximadamente 409 

mil casos, sendo crianças menores de cinco anos o grupo vulnerável mais afetado 

pela doença, representando 67% (274.000) do número total de mortes (WHO, 2020) 

como demonstrado na figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Mapa geográfico com a taxa de incidência de casos de malária (casos por 1.000 

habitantes em risco) por país, 2018. Fonte: Malaria Report - WHO database, 2019. 
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A malária ainda é considerada um problema de saúde pública em diversos 

países, acometendo principalmente a África Tropical, Sudeste Asiático e América 

Latina, devido características ambientais que favorecem a progressão da infecção 

como alta umidade, chuvas frequentes e temperatura ideal que permitem a 

reprodução do agente vetor e, consequentemente, o aumento do número de casos 

(MILLER et al., 2002; WALTHER & WALTHER, 2007). 

Ainda que se fale de erradicação da doença, a incidência de novos casos 

demonstra que ainda é uma realidade distante. O total do financiamento para o 

controle e eliminação da malária alcançou estimados US$ 3 bilhões em 2020. As 

contribuições dos governos de países endêmicos totalizaram US$ 900 milhões, 

representando 31% do financiamento total. Embora sejam destinadas verbas 

consideráveis e que existam planos de ação para controle de doença, o número de 

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

No Brasil, a maioria dos casos ocorreram na região amazônica, onde a doença 

é considerada endêmica, com predominância nos estados do Amazonas, Acre e Pará. 

Dos casos notificados, quase 90% são episódios não complicados da doença, 

causados pela infecção por Plasmodium vivax, os outros 10% são causados por 

Plasmodium falciparum, espécie responsável pelo desenvolvimento da forma mais 

grave da doença (MARTINS et al., 2009). 

Dados do Programa Nacional de Controle de Malária (PNCM) mostram que no 

Brasil, durante o ano de 2019 o registro de casos notificados de malária chegou a 

157.454. O estado do Pará ocupou o segundo lugar no número de infecções com 

20,69% desse total, ficando atrás somente do estado do Amazonas, responsável por 

40,6% dos casos. Do total de casos, 17.139 foram causadas por P. falciparum em 

todo território nacional, enquanto que no ano 2017 foram contabilizados 15.300 casos, 

um aumento de 12,02% entre os anos. Em relação ao primeiro semestre de 2020, 

foram registrados 60.713 casos de malária, sendo 8.758 casos de infecção por P. 

falciparum, um aumento de 14,4% se comparado com o mesmo período do ano de 

2019, quando foram registrados 7.656 casos. Essa espécie de Plasmodium induz a 

malária cerebral, principal complicação da malária grave, uma infecção com letalidade 

que pode chegar a 50%, considerando que quando não tratada dentro de um curto 

intervalo de tempo pode levar o paciente a óbito. (GOMES et al., 2011; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE 2020). 
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No que diz respeito ao tratamento da infecção, o Ministério da Saúde preconiza 

um esquema de combinação de fármacos antimaláricos que atuam em diferentes 

estágios do ciclo evolutivo do parasita para o tratamento da malária sistêmica. Entre 

os esquemas adotados estão: Artemeter+Lumefantrina e Artesunato+Mefloquina 

administrados por via oral (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Para o tratamento da 

málaria cerebral, desencadeada por infecções por Plasmodium falciparum, o 

Artesunato é o medicamento de primeira escolha para o tratamento da infecção tanto 

em adultos quanto em crianças, com administração intravenosa por 6 dias conforme 

a orientação da Organização Mundial da Saúde (VARO et al., 2018). No entanto, 

apesar da eficácia do tratamento com Artesunato ser comprovada, por atuar somente 

como um antimalárico, o uso desse medicamento continua insuficiente para evitar os 

danos centrais e a alta taxa de mortalidade associada a malária cerebral (VARO et al., 

2018). 

 

1.2. TRANSMISSÃO E CICLO BIOLÓGICO  

 

O Plasmodium possui o ciclo evolutivo complexo e dividido em duas fases 

correspondentes aos seus hospedeiros, intermediário e definitivo. No hospedeiro 

intermediário encontramos a forma sexuada, enquanto no hospedeiro definitivo 

encontramos a forma assexuada (TUTEJA, 2007; WHITE et al., 2014). 

O ciclo se inicia com a inoculação de esporozoítas sob a pele do hospedeiro 

vertebrado através da picada do mosquito infectado. Uma vez na corrente sanguínea, 

inicia-se a fase assexuada que consiste em duas etapas: pré-eritrocítica e eritrocítica 

(BOYSEN et al., 2013). Os esporozoítas migram para os hepatócitos infectando-os e 

proliferando por até 10 dias, dando início à fase pré-eritrocítica e assintomática da 

doença. Uma vez no fígado eles se desenvolvem e evoluem para o estágio de 

merozoíto (MOTA et al., 2001).  

Cada hepatócito infectado tem a capacidade de liberar até 30.000 merozoitos 

na corrente sanguínea, que irão invadir os eritrócitos iniciando então a fase eritrocítica 

do ciclo. Dentro dos eritrócitos, o parasita passa por 3 estágios evolutivos: anel 

(trofozoíto jovem), trofozoíto e esquizonte. O trofozoíto é formado pelo aumento da 

atividade metabólica e pelo consumo do ferro do grupamento heme da hemoglobina; 
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enquanto o esquizonte será formado após vários ciclos de divisão celular, podendo 

liberar aproximadamente 20 novos merozoítos na corrente sanguínea que darão 

continuidade no ciclo ao infectar novas hemácias, como demonstrado na figura 2 

(HALDAR et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Desenho esquemático do ciclo evolutivo do Plasmodium falciparum em seu hospedeiro 

vertebrado (homem), evidenciando os estágios evolutivos do parasita na fase eritrocítica. Fonte: 

Adaptado de SCHMIDT et al., 2015. 

 

Após uma série de ciclos eritrocíticos, alguns desses merozoítos, por 

mecanismos ainda não elucidados, não invadem eritrócitos e passam por outro 

estágio evolutivo se diferenciando em gametócitos (forma sexuada – machos e 

fêmeas), infectante ao agente transmissor. No momento do repasto sanguíneo, os 

gametócitos machos e fêmeas são ingeridos pelo mosquito, sofrem maturação na 

parede do intestino e se fundem formando o zigoto. Este se transforma em oocineto e 

em seguida em oocisto, por meio da esporogonia. O oocisto se rompe originando 

esporozoítos, que são liberados na hemolinfa e migram para as glândulas salivares 

dos insetos, permitindo que estes sejam repassados ao homem no ato da 

hematofagia, reiniciando o ciclo (GARCIA, 2010; SADANAND, 2010). 
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No que diz respeito às manifestações clínicas, os primeiros sinais da doença 

não são patognomônicos, são iniciados pela ruptura sincronizada das hemácias que 

permite a liberação dos antígenos maláricos na corrente sanguínea, levando a intensa 

ativação da resposta imunológica do hospedeiro. Dentre as manifestações clínicas 

destacam-se: episódios febris, mal estar, cefaléia, dores abdominais, náuseas e 

vômitos (DE SOUZA & RILEY, 2002). 

Quando o indivíduo é infectado com a espécie Plasmodium falciparum, o 

quadro desenvolvido é considerado mais grave, uma vez que a espécie é capaz de 

induzir, dentre outras complicações da malária grave, a malária cerebral (MC), 

gerando episódios de convulsões e coma. Esta complicação da doença é destacada 

devido à sua gravidade e a maior probabilidade de levar o indivíduo infectado à morte 

(QUEIROZ et al., 2008).  

 

1.3. PATOGÊNESE DA MALÁRIA CERERBAL 

 

A malária cerebral (MC) é uma complicação neurovascular designada como 

forma mais grave da doença resultante da infecção por Plasmodium falciparum. 

Manifesta-se principalmente por alterações do nível de consciência (incluindo estado 

de coma), episódios de crises epilépticas, alterações cognitivas e comportamentais 

que resultam em altas taxas de mortalidade (QUEIROZ et al., 2008; MIRANDA et al., 

2010; BERNABEU et al., 2021).  

O quadro da MC apresenta patogênese complexa e de caráter multifatorial, 

sendo definido como um estado de coma associado a disfunções neurológicas 

provenientes de eventos hemorrágicos (OLIVEIRA et al, 2017). A heterogeneidade da 

doença pode ser compreendida com base em duas principais teorias, que em 

conjunto, explicam como as alterações celulares induzem os danos no sistema 

nervoso central: teoria da obstrução mecânica, proposta no ano de 1894 por 

Marchiafava & Bignami, e a teoria da inflamação, proposta por Maegraith no ano de 

1948 (ADAMS et al., 2002; HUNT & GRAU, 2003; SCHIESS et al., 2020). 

 A teoria da inflamação consiste na resposta inflamatória exacerbada sendo 

iniciada pela liberação de antígenos do protozoário P. falciparum associada à ativação 

de macrófagos. Os macrófagos, por sua vez, secretarão mediadores pró-
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inflamatórios, como Interleucinas, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Quimiocinas, 

que estimularão a produção de citocinas pró-inflamatórias, dentre elas destaca-se 

TNF-α (GOMES et al., 2011).  

A excessiva produção de TNF-α induz a síntese de outras citocinas pró-

inflamatórias, gerando o recrutamento dos linfócitos CD4 e CD8, bem como o aumento 

da expressão de moléculas de adesão do endotélio, tais como a molécula de adesão 

intercelular 1 (I-CAM 1) e a molécula de adesão vesicular 1(V-CAM 1). A expressão 

dos receptores endoteliais impulsiona o sequestro das células para os capilares do 

tecido nervoso, gerando o desenvolvimento de coagulopatias, disfunção das células 

endoteliais e acúmulo de leucócitos na microcirculação do tecido nervoso (ARMAH et 

al., 2005; MIRANDA et al., 2010).  

O sequestro dos eritrócitos parasitados contendo formas maduras do parasita 

para a microvasculatura do tecido nervoso é a base da teoria da obstrução mecânica, 

em que sugere que a MC é uma consequência do processo de formação de rosetas 

levando à obstrução do fluxo sanguíneo e ao quadro de hipóxia (Figura 3).  
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Figura 3: Mecanismo de citoaderência de eritrócitos parasitados na microvasculatura 

cerebral, levando a obstrução do fluxo sanguíneo no quadro de malária cerebral. Fonte: 

Adaptado de JAIN et al., 2013. 

  



25 
  

   
 

O sequestro das células parasitadas é mediado pela expressão de proteínas do 

parasita na superfície das hemácias, como a PfEMP-1 (proteína de membrana 1 do 

eritrócito de Plasmodium falciparum), que possui a capacidade variar antigenicamente 

em um curto intervalo de tempo, permitindo que os parasitas escapem da resposta 

imune do hospedeiro (HORA et al., 2016). Esta proteína possui propriedades adesivas 

e é a principal responsável pela citoaderência às células endoteliais. Essa ligação 

levará à obstrução vascular, causando processos isquêmicos e micro hemorragias 

localizadas ao longo do cérebro, gerando posteriormente o estado de coma. Esse 

conjunto de fatores induzirá a quebra da Barreira Hematoencefálica (BHE) 

(NISHANTH & SCHLÜTER, 2019). 

A BHE é uma barreira física, com permeabilidade altamente seletiva integrada à 

unidade neurovascular formada por células endoteliais, ocludinas, pericitos, matriz 

extracelular e astrócitos que ficam agrupadas nos vasos sanguíneos do tecido 

nervoso, o que lhe atribui a capacidade de limitar e regular a troca de substâncias 

entre sangue e o SNC. Durante o quadro de MC, as alterações na estrutura da barreira 

levam à perda da homeostase, ao comprometimento da sinalização neuronal e morte 

celular por apoptose, condição essa considerada como elemento-chave na 

progressão da infecção (HORA et al., 2016; SWEENEY et al., 2019).  

 

1.4. ALTERAÇÕES NEUROCOGNITIVAS DURANTE O QUADRO DE MALÁRIA 

CEREBRAL  

A principal característica da malária cerebral é a presença de danos neurológicos 

causados pelo comprometimento vascular e danos celulares provocados pela 

presença de mediadores inflamatórios no parênquima cerebral (CLARK & ALLEVA, 

2009). As manifestações clínicas mais recorrentes são as alterações dos níveis de 

consciência, sendo o coma o quadro mais grave, e a presença de convulsões 

frequentes (IDRO et al., 2010). Distúrbios motores também são observados, 

destacando-se ataxia cerebelar, hemiplegias e mioclonias, bem como distúrbios 

respiratórios causados por danos no tronco encefálico (HENRIQUES, 1972).   

A Organização Mundial da Saúde define como primeiro critério diagnóstico para 

a malária cerebral o estado de coma até 1h após o término de uma convulsão, 

associada à parasitemia positiva para P. falciparum.  Em crianças, durante a fase 
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aguda da infecção, a perda de consciência associada a crises convulsivas é 

comumente observada, podendo evoluir a óbito entre 6-12h após o aparecimento dos 

primeiros sinais neurológicos, quando não tratados de forma adequada (WHO, 2010; 

GAY et al., 2012).  Aproximadamente 18% dos pacientes que sobrevivem, apresentam 

sequelas transitórias que incluem cegueira cortical, ataxia, hemiparesia e distúrbios 

de memória que duram entre 4-8 semanas após desaparecimento da parasitemia 

(MISHRA et al., 2012).  

Jhon et al., demostraram que 26% de crianças que tiveram a doença e 

receberam tratamento adequado apresentaram, 6 meses depois, prejuízos 

locomotores e neurocognitivos (JHON et al., 2008). Esses danos tardios são 

classificados como “Síndrome Neurológica Pós-Malária” (SNPM) e incluem alterações 

como paralisia de membros, reflexos periféricos prejudicados, convulsões, perda 

sensorial e, o mais comum, ataxia cerebelar com perda de equilíbrio e variações dos 

movimentos voluntários, como resposta à lesão axonal gerada pela neuroinflamação 

exarcebada local e pelo estresse oxidativo (REIS et al., 2012; CASTALDO et al., 2020; 

SCHIESS et al., 2020). 

Estratégias de intervenção podem ser utilizadas favoravelmente visando 

amenizar as alterações neurológicas desencadeadas pela infecção (REIS et al., 

2010). Por isso, a busca por terapias alternativas utilizando agentes com propriedades 

anti-inflamatória, antioxidante e de neuroproteção tornam-se cada vez mais viáveis.  

Uma variedade de terapias que têm como alvo diferentes vias metabólicas do 

organismo do hospedeiro são testadas em modelos experimentais de MC (MCE) 

(RIGGLE et al., 2020). A utilização da Ripamicina, uma inibidora da mTOR (que 

desempenha um papel central na regulação da resposta inflamatória), apresentou 

resultados promissores ao amenizar os danos neurológicos desencadeados pela MCE 

(GORDON et al., 2015). O uso da N-acetilcisteína, um antioxidante clássico, reduziu 

os danos cognitivos tardios desencadeados pela infecção (BARICHELLO et al., 2007). 

Iribhogbe et al., (2013) demonstraram que o tratamento com Vitamina A também 

apresentou resultados promissores ao prevenir sequelas de longo prazo em uma 

infecção por Plasmodium berghei ANKA. Embora os estudos tenham apresentado 

resultados favoráveis, a busca de substâncias que consigam agrupar o maior número 

de características com potencial terapêutico se destaca cada vez mais na literatura. 
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Uma estratégia que visa amenizar os danos neurológicos e diminuir a taxa de 

mortalidade em uma infecção por MC.  

   

1.5. MODELO EXPERIMENTAL DE MALÁRIA CEREBRAL (MCE)  

 

A infecção induzida pela cepa Plasmodium berghei ANKA (PbA) descoberta 

por Vincke e Lips (1948) é um modelo bem caracterizado de malária cerebral 

experimental. Camundongos susceptíveis à infecção, linhagem CBA/J, C57BL/6 e 

Albino suíço, são utilizados para elucidar os mecanismos associados ao 

desenvolvimento da doença, uma vez que apresentam sinais clínicos similares aos 

decorrentes da infecção por Plasmodium falciparum no homem (HUNT et al., 2010).  

Ataxia, paralisia, convulsão, alterações respiratórias são características dessa 

síndrome fatal que podem ser observadas no modelo murino da doença. As 

manifestações clínicas começam a aparecer entre o 6° e o 12° dia pós-infecção, 

levando o animal a óbito horas após o aparecimento dos primeiros sinais, com uma 

taxa de mortalidade que varia entre 70% e 100%. Animais resistentes à infecção 

apresentam uma resposta diferencial ao parasita e evoluem a óbito por meio de uma 

hiperparasitemia e anemia grave (ENGWERDA et al., 2005; MARTINS et al., 2009a; 

GHAZANFARI et al; 2018).  

Estudos post-mortem em encéfalo de roedores acometidos pela manifestação 

demonstraram o aumento da expressão de TNF- α (Brown et al., 1999). Esta citocina 

é descrita por gerar um quadro de neuroinflamação e induzir em humanos e roedores 

a ativação do endotélio vascular (EV) e o aumento da expressão de receptores 

endoteliais que implicam diretamente no sequestro de diferentes células para 

microvasculatura encefálica e outros órgãos. Embora animais infectados com a cepa 

PbA não apresentem o sequestro de eritrócitos parasitados como característica 

histopatológica predominante, a ativação do EV induz o recrutamento de células 

TCD8+ para o sistema nervoso entre o 3° e o 5° dia pós-infecção. Esse evento leva à 

disfunção vascular, hipóxia, formação de edema e a consequente quebra da barreira 

hematoencefálica em diferentes áreas no encéfalo, como tronco encefálico e cerebelo 

(GOMES et al., 2011; HOWLAND et al., 2015; PAIS & PENHA-GONÇALVES, 2019).    
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Assim como em humanos, o rompimento da BHE na MCE gera micro 

hemorragias e uma neuroinflamação de forma exacerbada, consequência da 

presença de mediadores inflamatórios no parênquima encefálico. Estes eventos 

induzem alterações neurocognitivas nos animais infectados, tais como ataxia, 

hemiparaplegia e convulsões (DE SOUSA et al., 2018). Desruisseaux et al., (2008) 

demonstraram que durante a fase aguda de infecção apresentaram comprometimento 

cognitivo e motor, por meio de testes realizados no 7° dia pós-infecção. Estudos 

também demonstraram que a infecção com a cepa PbA foi capaz de induzir danos 

comportamentais e cognitivos tardios, mesmo após a ausência de parasitas 

circulantes. (MIRANDA et al., 2010; REIS et al., 2012). Esses achados da utilização 

de modelos experimentais como ferramenta importante para estudar os mecanismos 

inerentes à patogênese da malária cerebral, as alterações neurocognitivas 

decorrentes do quadro e a busca de novas moléculas com características 

pleiotrópicas visando minimizar os danos associado à infecção, como é o caso da 

melatonina.  

 

1.6. MELATONINA 

 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um hormônio sintetizado e 

secretado, predominantemente, pela glândula pineal durante a fase escura do ciclo 

claro-escuro. Além da glândula pineal, a melatonina pode ser liberada em vários locais 

no sistema nervoso central em regiões mais propensas a sofrerem ações de radicais 

livres, incluindo a medula, o cerebelo, a retina e o córtex cerebral, o que sustenta seus 

diversos papéis fisiológicos (JIMENEZ-JORGE et al., 2007; RADOGNA et al., 2010). 
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Figura 4: Fórmula estrutural da N-acetil-5-metoxitriptamina 

(Melatonina). Fonte: JIMENEZ-JORGE et al., 2007. 

Estudos anteriores descrevem que a melatonina como uma molécula de 

característica pleiotrópica, apresentando multifuncionalidade frente à patologias 

diversas (RADOGNA et al., 2010; FU et al., 2020). Em modelos experimentais que 

induzem a quebra da barreira hematoencefálica, como traumatismo cranio-encefálico 

e isquemia, a molécula reduziu lesões secundárias (formação de edema e morte 

celular por apoptose), bem como déficits funcionais (danos cognitivos e motores). 

Além de apresentar ação neuroprotetora em modelos de lesões cerebrais agudas, 

nota-se também a eficácia da melatonina em condições neurodegenerativas crônicas, 

como Alzheimer e Huntington, mostrando eficácia na manutenção da integridade da 

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

A melatonina também é descrita como um potente agente anti-inflamatório, 

regulando a expressão de citocinas e demais fatores envolvidos na cascata da 

inflamação. Estudos apontam que a molécula promove a diminuição da ativação do 

fator NF-κB, bem como dos níveis de mRNA de TNF-α em modelos de 

neuroinflamação induzida por D-Galactose (ALI et al., 2015). Possui a capacidade de 

reduzir a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-1β e TNF-α, bem 

como a capacidade de aumentar concomitantemente a síntese de citocinas anti-

inflamatórias, como IL-4 e IL-10, prevenindo possíveis lesões teciduais causadas por 

uma resposta inflamatória exacerbada (CUESTA et al., 2011; CARRILLO-VICO et al., 

2013). 
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Estudos anteriores demonstraram a melatonina como um potente agente 

antioxidante direto e indireto em modelos de desordens associadas alterações do 

equilíbrio do estado redox do organismo (LUO et al., 2020). A molécula possui a 

capacidade de eliminar uma variedade de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

incluindo radical hidroxila, peróxido de hidrogênio e ânion superóxido (REITER et al., 

2001). Ao contrário dos antioxidantes clássicos, a melatonina é desprovida de 

atividade pró-oxidativa e todos os intermediários conhecidos gerados pela interação 

do hormônio com espécies reativas são também sequestradores de radicais livres. 

Este fenômeno é definido como a reação em cascata de eliminação de radicais livres 

da família da melatonina. Devido essa característica, uma molécula de melatonina tem 

o potencial de eliminar até 4 ou mais espécies reativas, caracterizando a molécula 

como um potente agente antioxidante. Na forma indireta, essa indolamina possui a 

capacidade de regular a ação da atividade de várias enzimas antioxidantes como 

catalase e glutationaperoxidase, potencalizando o desempenho destas (TAN et al., 

2003; FISCHER et al., 2013; ZHANG et al., 2014). 

Atualmente, a melatonina tem sido implicada em eventos cognitivos como 

processo de aprendizagem e formação da memória, bem como na melhoria da 

coordenação motora após lesões cerebrais (HE et al., 2013; BAVITHRA et al., 2017). 

Além disso, o hormônio atua como um agente de importante função na regulação 

fisiológica da homeostase celular, característica relevante para suas aplicações 

terapêuticas (ACUÑA-CASTROVIEJO et al., 2014). Por todas essas características e 

por possuir a capacidade de se difundir pela barreira hematoencefálica apresentando 

baixa toxicidade, a melatonina passou a ser utilizada em modelos pré-clínicos de 

vários distúrbios do SNC (SAMANTARAY et al., 2008; KIM & LEE, 2014; 

RUDNITSKAYA et al., 2015).  

Pouco se sabe sobre o efeito da melatonina no hospedeiro infectado 

comPlasmodium, principalmente no que diz respeito ao comprometimento neurológico 

desencadeado pela doença. Dentro desse contexto, a utilização do hormônio pode 

ser considerada uma alternativa farmacológica capaz de modular a progressão da 

doença, evitando alterações histológicas e deficiências neurocognitivas induzidas pela 

infecção em modelo murino de malária cerebral experimental. 
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2. OBJETIVOS  

 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o efeito neuroprotetor da melatonina frente às alterações induzidas 

pelo quadro de malária cerebral em modelo murino. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinação da curva de sobrevivência de camundongos da linhagem albino 

suíço inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA) e tratados 

com melatonina nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg. 

 Determinar os níveis de parasitemia e alterações na massa corpórea em 

camundongos infectados com PbA e tratados com melatonina nas doses de 

5mg/kg e 10mg/kg. 

 Avaliar o quadro de malária cerebral experimental com base no 

comprometimento neurológico de camundongos infectados e tratados com 

melatonina nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg através do protocolo RMCBS. 

 Avaliar a integridade da barreira hematoencefálica a partir da determinação do 

extravasamento vascular e formação do quadro de edema encefálico de 

camundongos infectados com PbA e tratados com melatonina nas doses de 

5mg/kg e 10mg/kg 

 Avaliar a presença de alterações histológicas no cérebro de camundongos 

infectados com PbA e tratados com melatonina nas doses de 5mg/kg e 

10mg/kg. 

 Avaliar o comprometimento motor de camundongos infectados com PbA e 

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

 

 

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados camundongos (Mus 

musculus) da linhagem Albino Suíço (machos e fêmeas), entre 46-54 dias pós-natal, 

pesando entre 20-25 gramas, obtidos no 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 controlada e água (NUTIVAL) ad libitum e sob 

condições de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura (25±1ºC) controladas. 

Os experimentos foram realizados nas dependências do Laboratório de 

Neurofarmacologia Experimental (LNE-UFPA) respeitando todas as normas éticas 

para pesquisa com animais de laboratório, estando este projeto aprovado pelo Comitê 

de Ética de Uso de Animal (CEUA) parecer 6211241117. 

 

3.2. INOCULAÇÃO DOS CAMUNDONGOS ALBINO SUIÇO COM A CEPA PbA 

 

O protocolo de infecção foi seguido conforme descrito anteriormente por 

Oliveira et al., (2017). Previamente a inoculação do grupo experimental, uma amostra 

da cepa de Plasmodium berghei ANKA (PbA), obtida no Laboratório de 

Neurofarmacologia Experimental, foi descongelada e inoculada em um camundongo 

para uma primeira passagem com o intuito de garantir a virulência da cepa. Durante 

a fase de ascensão da parasitemia, em aproximadamente 10%, o conteúdo sanguíneo 

do camundongo foi coletado por punção cardíaca e disponibilizado para a infecção 

dos grupos experimentais.  

A coleta por punção cardíaca foi realizada com auxílio de agulha e seringa de 

insulina contendo heparina (5000U/ml) como agente anticoagulante e solução salina 

com tampão fosfato (PBS; pH 7,4). Para garantir um grau de inoculação uniforme nos 

diferentes grupos, os animais foram infectados intraperitonealmente (i.p) com inoculo 
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padronizado de ≈106 eritrócitos parasitados em 100µl de PBS. Os animais controles 

receberam apenas uma injeção de 100µl PBS.  

Durante o curso da doença, os camundongos foram analisados diariamente 

para obtenção de parâmetros como perda de peso, parasitemia, sobrevivência e 

sinais clínicos da MCE, tais como ataxia, desorientação e convulsão.  

 

3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO COM MELATONINA 

 

A Melatonina foi obtida na empresa Sigma-Aldrich e diluída em Dimetilsulfóxido 

a 1% - DMSO 1% (Fisher Chemical). Para a realização dos experimentos, os 

camundongos foram divididos em grupos controle e grupos infectados. Os grupos 

controle foram divididos em: controle não infectado, grupo DMSO 1%, grupo 

melatonina 5mg/kg e grupo melatonina 10mg/kg. Os grupos infectados foram divididos 

em: PbA, PbA + DMSO 1%, PbA + melatonina 5mg/kg e PbA + melatonina 10mg/kg. 

O grupo controle não infectado recebeu salina 0,9%, os controles droga 

receberam Melatonina nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg, os grupos DMSO 1% 

(infectado e não infectado) receberam DMSO 1%. O grupo PbA recebeu injeções de 

salina 0,9% e os grupos infectados e tratados com Melatonina receberam as doses 

de 5 e 10mg/kg após a infecção. Todas as injeções foram feitas durante 4 dias 

consecutivos, sendo a primeira realizada 1h após a realização da infecção. 

A organização dos grupos experimentais conforme o tratamento está presente 

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

 

Controle 

Salina (Controle) 

DMSO 1% (DMSO 1%) 

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

Melatonina 10mg/kg (Melatonina 10mg/kg) 

 

 

Infectado 

Salina (PbA) 

DMSO 1% (PbA + DMSO 1%) 

Melatonina 5mg/kg (PbA + melatonina 5mg/kg) 

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

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

 

 

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

realizados. Dpi = dia pós-infecção; RMCBS = Rapid Murine Coma and Behavior Scale. 
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3.4. CARACTERIZAÇÃO DA MALÁRIA CEREBRAL NOS ANIMAIS INFECTADOS 

 

3.4.1. Curva de Sobrevivência, parasitemia, avaliação da massa corpórea 

 

Para avaliar o quadro de malária cerebral foi realizada a análise clínica dos 

animais através do acompanhamento da sobrevivência, variação da massa corpórea 

e evolução da parasitemia, associada ao surgimento dos sinais clínicos (ataxia, 

paralisia, desorientação e convulsão) entre o 6º e 10° dia após a inoculação da cepa 

PbA a partir da observação dos animais infectados. A curva de sobrevivência foi obtida 

com base no monitoramento diário dos animais controles e infectados, considerando 

o número de animais que evoluíram a óbito por dia. Para a determinação da 

parasitemia, distensões sanguíneas delgadas foram obtidas da cauda dos 

camundongos, realizadas em lâminas histológicas. Após secagem, as lâminas foram 

fixadas em Metanol absoluto (P.A) durante 2 minutos e logo coradas pelo método de 

Giemsa (10%) por 10 minutos. Posteriormente, as lâminas foram observadas em 

microscópio óptico (NIKON, modelo E200) com óleo de imersão (1000X maximização 

final). A porcentagem de parasitemia dos animais foi determinada a partir da razão 

entre a quantidade de eritrócitos parasitados e a quantidade total de células, conforme 

observado na equação abaixo: 

        % parasitemia = número de eritrócitos parasitados *100 
                           Número de células totais   

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

garantindo maior precisão na porcentagem de parasitemia de cada animal.  

A determinação da parasitemia foi realizada nos dias 3, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 19 

e 21 pós-infecção, até o ultimo animal evoluir a óbito.  Para o monitoramento da massa 

corpórea, os camundongos foram pesados em balança eletrônica (SF-400) 

diariamente antes da infecção e nos dias 3, 5, 7, 9 e 12 pós-infecção. 

 

3.4.2. Avaliação do comprometimento neurológico utilizando o protocolo Rapid 

Murine Coma and Behavior Scale (RMCBS) 
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No 6º dia pós-infecção (d.p.i.), a caracterização da doença baseada nos sinais 

clínicos comportamentais foi monitorada usando a escala quantitativa de classificação 

Rapid Murine Coma and Behavior Scale (RMCBS) adaptado conforme o protocolo 

descrito por Carroll et al. (2010). Este método foi realizado para avaliar a manifestação 

clínica precoce da malária cerebral murina. O protocolo consiste em 10 parâmetros 

que são avaliados e pontuados de 0 a 20, em que 0 corresponde a comprometimento 

neurológico grave e 20 corresponde à função neurológica preservada. 

Os parâmetros avaliados são classificados em 5 categorias funcionais, as quais 

podem ser observadas no quadro abaixo: 

Domínios Parâmetros avaliados 

Coordenação 
Marcha 

Equilíbrio 

Comportamento exploratório Desempenho motor 

Força e tônus muscular 
Posição do corpo 

Força dos membros 

 

 

Reflexos de auto-preservação 

 

Escape ao toque 

Reflexo auricular (“pinnareflex”) 

Reflexo da pata (“toe pinch”) 

Agressão 

Comportamento relacionado à higiene Coloração do pelo 

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

 

Inicialmente, os animais permaneceram na sala de experimentos durante 20 

minutos para ambientação. O primeiro parâmetro analisado foi o de agressão e 

escape ao toque, onde observamos a capacidade de resposta ao manuseio dentro da 

gaiola. Em seguida realizamos os primeiros 90 segundos de gravação em que o 

animal foi colocado no canto superior esquerdo de uma caixa de observação 

(comprimento: 31,8 cm; largura: 19,8 cm; altura: 10,5 cm) e monitorado com o auxílio 

do programa DebutVideo Capture Software, versão 1.49. A gravação foi analisada 

offline para avaliar o padrão de marcha, posição corporal e comportamento 

exploratório. 
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Posteriormente, o animal foi posicionado sobre uma grade para avaliação da 

força dos membros. O parâmetro de higiene foi avaliado através da coloração do pelo 

do animal, seguido pela análise da presença ou ausência de reflexos: auricular 

(“pinnareflex”) e o reflexo da pata traseira (“toe pinch”). Nos 90s finais de teste, foi 

realizada a análise do equilíbrio do animal. 

 

3.5. ENSAIO DE PERMEABILIDADE VASCULAR 

 

O ensaio de Permeabilidade Vascular foi realizado segundo o método descrito 

por Kim et al., (2014). O extravasamento do corante azul de Evans foi utilizado para 

avaliar a quebra da barreira hematoencefálica no cérebro de camundongos infectados 

com a cepa PbA e tratados com melatonina. 

No 6º d.p.i., os camundongos dos grupos controle, infectados e tratados com 

melatonina foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de solução de 

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

injeção intracardíaca de 200µl do corante Azul de Evans a 2% (Sigma-Aldrich). Após 

o bombeamento do corante, foi realizada a perfusão com 10 ml de solução salina 

(0,9%) e uma craniotomia foi feita para retirada do encéfalo. Este foi colocado em uma 

placa de Petri e levado a uma lupa acoplada ao Sistema de Captura de Imagem 

(NIKON, modelo SMZ1500) para realização do registro fotográfico de presenças do 

extravasamento vascular na microvasculatura do animal. Após a obtenção das 

imagens, o encéfalo foi levado à estufa de secagem por 48h, seguido pela adição de 

2ml de formamida (Sigma-Aldrich) para extração do corante. A quantificação foi 

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

 

3.6. EDEMA ENCEFÁLICO 

 

A quantidade de água no encéfalo dos animais foi definida como marcador para 

o quadro de edema encefálico, segundo o método descrito por Ding et al., (2015). No 

6° d.p.i. os animais foram anestesiados e eutanasiados para a realização da 

craniotomia. O encéfalo foi retirado e imediatamente pesado em balança analítica para 

a determinação do peso úmido (PU). Posteriormente, o encéfalo foi encaminhado à 
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estufa de secagem por 72h a 80°C para realização de nova pesagem e determinação 

do peso seco (PS). A porcentagem do conteúdo de água foi estimada como {[(PU-

PS)/PU]*100}. 

 

3.7. ANÁLISES HISTOLÓGICAS 

 

3.7.1. Cortes histológicos 

Para a avaliação histológica, os animais foram anestesiados e perfundidos com 

PBS e paraformaldeído 4%. Os cérebros pós-fixados foram dissecados por 

craniotomia e armazenados em gaze para imersão em parafina. Inicialmente os 

cérebros foram progressivamente desidratados em soluções de álcool etílico 

crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) durante 40 minutos cada. Em seguida, as 

amostras foram diafanizadas em xilol (PA) 40 minutos e parafinizadas (58-60ºC) por 

40 minutos (2x), formando blocos de parafina. Os blocos então foram cortados com 

auxílio de micrótomo em uma espessura de 5µm, seguido da montagem das lâminas 

histológicas. A desparafinização foi feita em estufa de secagem a 56ºC por 24 horas, 

seguido pelo processo de diafanização em xilol. 

 

3.7.2. Coloração de Hematoxilina e Eosina 

Para avaliar a organização tecidual, foi utilizada a técnica de coloração de 

hematoxilina e eosina (HE). Para essa coloração as lâminas com os cortes 

histológicos foram inicialmente diafanizadas em xilol por 30 segundos, seguido pelo 

processo de hidratação com banhos de álcool em concentração decrescente (100%, 

95%, 90%, 80% e 70%) por 30 segundos, seguido pela imersão em água destilada 

por 2 minutos. Após isso as lâminas foram imersas em hematoxilina de Harris por 1 

minuto e lavadas em água destilada corrente por 5 minutos. Em seguida, as lâminas 

foram imersas em eosina por 30 segundos e então lavadas novamente em água 

destilada corrente por mais 5 minutos. Após esse último passo, as lâminas foram 

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

Os cortes foram analisados utilizando microscópio de luz (Nikon, Eclipse E800 

Yokohama, Japan) com câmera digital (Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada, 
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fotografados em lentes objetivas 20, 40 e 60x. As imagens foram armazenadas para 

posterior análise da presença de vasos ocluídos, vasos dilatados e infiltrados 

celulares. 

 

3.7.3. Contagem de células  

  Para contagem de células, foi realizada a coloração com DAPI (4 ', 6-diamidino-

2-fenilindol; Sigma-Aldrich) conforme descrito anteriormente por Chan et al., (2012). 

Os cortes foram lavados 3x com PBS e incubados com solução DAPI (1: 10.000) a 37 

° C por 2 min para a marcação nuclear. Em seguida, os cortes foram colocados em 

meio de montagem (Fluoroshield) e visualizados em microscopia de fluorescência 

(Nikon_EclipseNi) (objetiva 20x) para garantir a contagem de células do parênquima 

cerebral. Foram realizadas análises de campo total do córtex de animais diferentes de 

um mesmo grupo. A média foi  determinada e área de contagem foi calculada. Os 

dados foram analisados com o software ImageJ. 

 

3.8. CAMPO ABERTO 

 

O campo aberto é um teste utilizado para avaliar o comportamento locomotor e 

exploratório de camundongos. O teste foi realizado no 6° d.p.i. de acordo com o 

protocolo descrito por Desruisseaux et al. (2008). Foi utilizado uma arena circular de 

83 cm de diâmetro e 52 cm de altura. Os animais foram colocados no centro aparato, 

individualmente, para efetuar a livre exploração durante 5 minutos. O aparelho foi 

limpo com álcool 70% entre os ensaios e os testes foram realizados nas mesmas 

condições padrão. Cada sessão foi devidamente gravada com auxílio do programa 

Debut Video Capture Software versão 1.49 e posteriormente analisada por meio do 

software X-Plo-Rat 2005. Os dados registrados incluíram o número de quadrantes 

cruzados, frequência de autolimpeza (“grooming”) e frequência de levantamento 

(“lifting”). 

 

3.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
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Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (DP). As análises 

estatísticas foram realizadas usando ANOVA de uma via seguida pelo pós-teste de 

Tukey-Kramer. Os dados de sobrevivência foram comparados e analisados usando o 

teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier. Os camundongos foram divididos 

aleatoriamente e todos os dados são representativos de pelo menos dois 

experimentos independentes. As análises foram realizadas com o software GraphPad 

Prism considerando o valor significativo de p abaixo de 0,05. 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. O TRATAMENTO COM MELATONINA MELHORA A TAXA DE 

SOBREVIVÊNCIA E ATENUA A GRAVIDADE DA MCE 

 

Para avaliar o efeito da melatonina na progressão clínica da MCE, 

camundongos infectados com a cepa PbA foram tratados com 5 e 10 mg/kg/dia de 

melatonina por quatro dias consecutivos. Avaliando o curso temporal da doença, foi 

observado que os camundongos infectados com a cepa PbA desenvolveram sinais 

neurológicos característicos entre 6 e 10 dias após a infecção, caracterizados por 

inatividade física, hemiplegia, ataxia, convulsões, coma e morte. A taxa de 

sobrevivência foi calculada a partir da determinação do número de animais que 

evoluíram a óbito no seu respectivo dia após a infecção (Figura 6A). Nossos 

resultados demonstram que os animais dos grupos Controle e Melatonina obtiveram 

100% de sobrevivência até o final do experimento. Os animais do grupo PbA e PbA + 

DMSO 1% desenvolveram uma infecção aguda e letal atingindo uma taxa de 

mortalidade de 80% entre os dias 7-11 pós-infecção. Os demais 20% evoluíram a 

óbito até 15 dias após a infecção. Os animais infectados e tratados com melatonina 

nas doses de 5 e 10 mg/kg tiveram sua sobrevida aumentada significativamente 

quando comparando ao grupo PbA. O tratamento com ambas as doses promoveu o 

deslocamento da curva para direita, com animais começando a evoluir a óbito no 9° 

d.p.i., chegando ao 11° dia com uma taxa de sobrevivência de 57% sem sinais 

neurológicos graves. O último animal de cada grupo tratado evoluiu a óbito somente 
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no 20° e 21° dia após a infecção, respectivamente. Evidenciando o efeito protetor da 

melatonina frente à progressão letal da doença. 

A porcentagem da parasitemia foi monitorada para investigar se a melhora da 

sobrevida estava correlacionada à mudanças na taxa de parasitas no sangue 

periférico, (Figura 6B). No início da fase aguda da infecção (7° d.p.i.) os animais do 

grupo PbA e PbA + DMSO 1% atingiram respectivamente 16,76% e 25,33% de 

parasitemia, enquanto os animais infectados e tratados com melatonina nas doses de 

5 e 10mg/kg/dia obtiveram uma taxa de 18,48% e 17,43%, respectivamente. No 12º 

d.p.i., determinado como o final da janela de fase aguda, a parasitemia do grupo PbA 

foi de 34,74%, enquanto que nos grupos tratados com melatonina em ambas as doses 

a taxa foi de 27,96% e 28,87% respectivamente. Em todas as análises nenhuma 

diferença significativa foi registrada entre os grupos, demonstrando que a melatonina 

não atua por ação antiparasitária. 

Concomitante à análise da parasitemia, a variação da massa corpórea foi 

monitorada (Figura 6C). Durante os todos os dias de acompanhamento não foi 

observado diferença significativa entre os grupos infectados e o grupo controle. 

Também foi constatado que o tratamento com melatonina não exerceu efeito sobre o 

peso corporal médio de camundongos não infectados e camundongos infectados com 

a cepa PbA. 

Visando caracterizar o quadro de MCE, os animais foram submetidos ao 

protocolo de RMCBS para avaliar o desenvolvimento dos sinais neurológicos 

associados à infecção (Figura 7). Todos os animais do grupo PbA apresentaram 

alterações características nos parâmetros avaliados. Foi possível notar que o 

tratamento com melatonina tanto na dose de 5mg/kg quanto na dose de 10mg/kg 

reduziu significativamente os danos cognitivos induzidos pela doença em todos os 

domínios funcionais avaliados durante a fase aguda (6º d.p.i.), como coordenação, 

desempenho motor, força e tônus muscular, reflexos e autopreservação e 

comportamento relacionado à higiene. 
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Figura 6: A melatonina prolongou a sobrevivência de camundongos infectados com Plasmodium 

berghei. Camundongos infectados com PbA foram tratados com melatonina a 5 e 10 mg/kg por 4 dias 

consecutivos. (A) Curva de sobrevivência de camundongos albino suíços infectados. A curva de 

sobrevivência melhorou após o tratamento com melatonina em comparação ao grupo PbA (p ≤ 0,05, 

teste de Log-Rank). (B) Evolução da parasitemia em relação aos dias após a infecção dos camundongos 

Albino Suíço infectados com PbA. A curva de parasitemia não diferiu significativamente entre os grupos 

(ns, não significativo). (C) Variação do peso corporal durante a infecção (%). Determinação da massa 

corpórea durante os dias pós-infecção (%). Não houve variação da massa corpórea significativamente 
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durante a análise (ns, não significativo); (n= 8 animais / grupo). Os dados são apresentados como média 

± DP. 

 

 

 

Figura 7: Avaliação dos sinais neurológicos a partir da utilização do protocolo RMCBS.  Todos 

os indicadores foram significativamente reduzidos em camundongos infectados com PbA 6 

dias após a infecção. O tratamento com melatonina melhorou todos os domínios analisados: 

(A) Coordenação, (B) Desempenho motor, (C) Força e tônus muscular, (D) Reflexos e 

autopreservação, (E) Comportamento relacionado à higiene. A soma dos escores de todos os 

parâmetros foi registrada como uma pontuação total para cada grupo (n= 10 animais / grupo). 

Os dados são apresentados como média ± DP. *p<0,01 vs. controle; #p<0,01 vs. PbA; 

##p<0,05 vs. PbA. 
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4.2. MELATONINA PROTEGE CONTRA A QUEBRA DA BARREIRA 

HEMATOENCEFÁLICA E FORMAÇÃO DE EDEMA CAUSADA PELA INFECÇÃO 

COM PbA 

 

O rompimento da BHE é um evento chave associado à malária cerebral, aqui 

avaliado com base na permeabilidade ao corante Azul de Evans. A Figura 8A 

representa qualitativamente a diferença entre o grupo infectado e os grupos tratados 

com melatonina nas doses de 5 e 10mg/kg. Nota-se que o grupo PbA apresentou uma 

intensa coloração, enquanto os grupos tratados apresentaram uma diminuição 

considerável de corante extravasado. O efeito da melatonina na permeabilidade da 

barreira foi corroborado pela quantificação das concentrações do marcador no 

encéfalo, realizado no 6° d.p.i. (Figura 8B). Os resultados demonstraram que o grupo 

PbA apresentou um aumento de aproximadamente 40% no extravasamento vascular 

cerebral, quando comparado ao grupo controle (39,53+5,36 µg/g vs. 4,14+0,51 µg/g). 

No entanto, o tratamento com melatonina em ambas as doses de 5 e 10mg/kg em 

animais infectados promoveu a diminuição significativa do extravasamento vascular 

em comparação ao grupo PbA (6,77+1,16 µg/g e 2,96+1,12 µg/g, respectivamente). 

Animais não infectados tratados com melatonina não apresentaram alterações 

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

integridade da barreira hematoencefálica na ECM. (A)  Análise qualitativa do extravasamento 

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

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

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

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

expressos em média ± DP. * p <0,01 vs. controle; # p <0,01 vs. PbA. 
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A formação de edema encefálico foi avaliada como dado complementar  para 

avaliar a integridade da BHE. A análise de conteúdo de água no cérebro realizada no 

6º dia pós-infecção foi utilizada como indicador desta condição. Nossos resultados 

demonstraram que a infecção por PbA aumentou significativamente o conteúdo de 

água cerebral quando comparado ao grupo controle (80,86+0,98 vs. 78,07+0,42) 

(Figura 9). Contudo, a administração da melatonina nas doses de 5mg/kg e 10 mg/kg 

promoveu uma diminuição significativa do teor de água no cérebro (79,10+0,64 e 

78,52+0,49, respectivamente) quando comparado ao grupo PbA, indicando que a 

melatonina melhora o edema cerebral induzido pela infecção. 

 

Figura 9: O tratamento com melatonina reduziu o edema cerebral na MCE. Avaliação do 

conteúdo de água no cérebro de camundongos foi realizada no 6° dia pós-infecção nos 

diferentes grupos. (n= 7 animais / grupo). Os dados são apresentados como média ± DP. 

*p<0,01 vs. controle; #p<0,01 vs. PbA; ##p<0,05 vs. PbA. 
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4.3. MELATONINA ATENUA ALTERAÇÕES HISTOLÓGICAS EM ANIMAIS 

INFECTADOS COM A CEPA PbA 

 

A análise histológica demonstrou que o quadro de MCE induziu uma 

desorganização tecidual e evidente vacuolização no córtex de camundongos 

infectados com a cepa PbA no 6º dia pós-infecção (Figura 10A). A presença de área 

de infiltrados, vasos ocluídos e focos hemorrágicos também foi observada e 

quantificada, apresentando-se significativamente maior no grupo PbA (Figura 10B) em 

detrimento do grupo controle. Entretanto, o tratamento com melatonina em ambas as 

doses atenuou todas as alterações histopatológicas induzidas pela infecção (Figura 

10C). 

Conforme a marcação de núcleo celular com DAPI, nossos resultados 

evidenciaram que a infecção com a cepa PbA gerou uma diminuição significativa do 

número de células no tecido nervoso de camundongos quando comparado ao grupo 

controle (596+52,84 vs. 1010,67+68,79). No entanto, o tratamento com melatonina a 

5 e 10mg/kg protegeu frente à perda celular induzida pela infecção (857,33+47,64 e 

898,66+16,01, respectivamente) apresentando um aumento significativo do número 

de células quando comparado ao grupo PbA (Figura 11).  
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Figura 10: Tratamento com melatonina diminui alterações histopatológicas no cérebro de 

camundongos infectados com PbA. Microfotografias representativas do córtex cerebral de 

camundongos no 6º d.p.i. coradas com H&E. (A) Córtex cerebral de camundongos não 

infectados (Controle) com aparência histológica normal; Camundongos infectados com a cepa 

PbA mostrando presença de infiltrados celulares (setas) e vacuolização (asterisco); grupos 

tratados com melatonina nas doses de 5 e 10mg/kg apresentando redução das alterações; 

lente objetiva 20X. (B) Córtex cerebral de camundongos do grupo PbA apresentando áreas 

de infiltrados (setas. Lente objetiva 60X), vasos dilatados (DV. Lente objetiva 40X) e vasos 

ocluídos (OV. Lente objetiva 60X). (C) Quantificação do número de vasos dilatados, vasos 

ocluídos e focos hemorrágicos. (n= 10 animais / grupo. Dados expressos em média ± DP. * 

p<0,01 vs. controle; ** p<0,05 vs. controle; # p <0,01 vs. PbA; ## p<0,05 vs. PbA. (barras, 50 

μm). 
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Figura 11: Análise do número total de células por área em cortes do cérebro usando coloração DAPI 

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

(barra de escala, 50 μm). (B) Quantificação da coloração nuclear por DAPI em diferentes grupos 

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

vs. controle; # p<0,01 vs. PbA. 
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4.4. TRATAMENTO COM MELATONINA ATENUA ALTERAÇÕES 

COMPORTAMENTAIS MOTORAS INDUZIDAS PELA INFECÇÃO COM PbA 

 

Para avaliar as disfunções motoras geradas pela doença, os animais foram 

submetidos ao teste de campo aberto no 6º dia pós-infecção. No teste proposto, 

parâmetros como quadrantes cruzados (Figura 12A), grooming (Figura 12B) e lifting 

(Figura 12C) foram analisados nos grupos distintos. Os camundongos infectados com 

a cepa PbA apresentaram uma diminuição significativa da atividade locomotora, 

cruzando um menor número de quadrantes em comparação aos animais do grupo 

controle (93,71+15,82 vs. 260,42+22,08). No entanto, camundongos tratados com 

melatonina nas diferentes doses de 5 e 10mg/kg obtiveram uma melhora significativa 

na atividade locomotora (130,42+8,94 e 142+11,38, respectivamente) em 

comparação à camundongos pertencentes ao grupo PbA, mantendo a taxa de 

locomoção mais próxima da observada no grupo controle.  Parâmetros adicionais 

relacionados ao comportamento motor foram avaliados, como frequência de grooming 

e lifting. Ambos padrões foram significativamente diminuídos em camundongos 

infectados com PbA (grooming: 17,42+3,86; lifting: 8,26+2,56) quando comparado ao 

grupo controle (grooming: 42+4,04; lifting: 29,14+4,09). No entanto, os animais 

infectados e tratados com melatonina apresentaram melhora significativa destes 

indicadores quando comparado ao grupo PbA. Animais não infectados tratados com 

melatonina em ambas as doses não apresentaram nenhuma alteração 

comportamental significativa. Os resultados demonstram que o tratamento com 

melatonina preveniu as disfunções motoras induzidas pela MCE. 
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Figura 12: Efeito protetor da melatonina frente ao comprometimento motor em camundongos 

infectados com a cepa PbA 6 dias após a infecção. (A) Número de quadrantes cruzados, (B) 

frequência de grooming e (C) frequência de lifting, foram registrados e quantificados. (n= 8 

animais / grupo). Dados expressos como média ± DP. * p <0,01 vs. controle; ** p <0,05 vs. 

controle; # p <0,01 vs. PbA; ## p <0,05 vs. PbA. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em nossa pesquisa observamos que a melatonina aumentou a sobrevida dos 

animais sem alterar os níveis de parasitemia, reduziu os danos na barreira 

hematoencefálica, diminuindo o processo de extravasamento vascular e o quadro de 

edema encefálico, atenuou os danos histológicos e as alterações comportamentais 

induzidas pela infecção por PbA. Desta maneira, analisar o efeito da melatonina 

durante a evolução do quadro da malária cerebral é de extrema importância para 

avaliar os mecanismos envolvidos na patogênese da infecção, bem como para auxiliar 

na busca de aliados eficientes contra a doença, uma vez que, a ausência de um 

tratamento rápido e eficaz tornam as infecções por P. falciparum potencialmente 

fatais. 

Apesar do tratamento antimalárico existente, as taxas de mortalidade 

associadas à infecções por P. falciparum permanecem altas em decorrência do 

tratamento tardio, principalmente em crianças e pacientes imunocomprometidos. 

Atualmente, o artesunato é o fármaco de primeira escolha para casos de malária 

severa, incluindo a malária cerebral. No entanto, o uso do medicamento não é capaz 

de evitar os danos centrais associados à infecção, bem como, o dano cognitivo-motor 

de longo prazo em pacientes que sobrevivem à síndrome (MURPHY et al., 2001; 

CARTER et al., 2005).  

A busca por agentes terapêuticos que apresentem características de 

neuroproteção frente ao quadro de málaria cerebral é de fundamental relevância 

visando evitar as sequelas neurológicas e a morte de pacientes acometidos pela 

doença (VARO et al., 2020). Essas terapias normalmente atuam diretamente em vias 

metabólicas que são alteradas pela presença do parasita no organismo do 

hospedeiro, um mecanismo que associado ao efeito antimalárico de fármacos de 

primeira escolha, pode reduzir as taxas de mortalidade e os danos comportamentais 

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

A melatonina, além de ser o principal neurohormônio autócrino liberado pela 

glândula pineal, possui característica anti-inflamatória e antioxidante, apresentando 

potencial de neuroproteção contra lesões do SNC por sua ação antiapoptótica. Este 

conjunto de propriedades atribui à molécula a característica de pleiotrópica (TAN et 

al., 2003; ESPOSITO & CUZZOCREA, 2010; ACUÑA- CASTROVIEJO et al., 2014; 



53 
  

   
 

SHUKLA et al., 2019). Neste trabalho utilizamos duas doses do hormônio uma vez 

que resultados prévios não demonstraram diferença entre ambas e relatamos, pela 

primeira vez, que o tratamento com melatonina é capaz de melhorar os sinais clínicos 

e disfunções neurocognitivas em camundongos infectados com a cepa PbA, 

protegendo contra a MCE. 

A MCE é caracterizada pela quebra da BHE, edema cerebral e lesões de 

parênquima, que levam a danos no SNC (BAGOT et al., 2002; MARTINS et al.,2009). 

O período crítico da MC é estabelecido durante a fase aguda da infecção, quando a 

parasitemia atinge taxas entre 10 e 15%. Nesta fase, os animais apresentam sinais 

clínicos característicos, como paralisia dos membros, reflexo alterado, desvio da 

cabeça, convulsões e coma (AMPAWONG et al., 2014).  

Para a caracterização do quadro de MCE, avaliamos a taxa de sobrevivência, 

níveis de parasitemia, associados aos sinais neurológicos característicos utilizando o 

protocolo RMCBS. Observamos que animais infectados com a cepa PbA 

apresentaram sintomas neurológicos e morreram entre os dias 8 e 11 pós-infecção 

com uma parasitemia baixa, de acordo com dados prévios (QUEIROZ et al., 2008). 

No entanto, camundongos tratados com melatonina apresentaram sobrevida 

aumentada durante a infecção aguda, com a predominância de óbitos entre 15 e 21 

dias após a infecção, sem sinais de disfunção neurológica. Nossos resultados 

sugerem que a melatonina impede o desenvolvimento da MC, exercendo efeito 

protetor no SNC de camundongos infectados sem alterar a parasitemia e o peso 

corporal dos animais. Os animais tratados com melatonina provavelmente morreram 

de anemia grave, considerando os níveis elevados de parasitemia no estágio final da 

doença, resultados que corroboram estudos anteriores (DENDE et al., 2015; PAL et 

al., 2016). A não alteração dos níveis de parasitemia em nenhum estágio da doença 

pelo uso da melatonina pode ser explicado pela ausência de receptores para o 

hormônio na membrana do P. berghei, tornando o ciclo de vida do parasita um padrão 

assíncrono e não influenciável pelos níveis de melatonina (BAGNARESI et al. 2009). 

Existe uma forte correlação entre a quebra da barreira hematoencefálica e a 

patogênese da MC tanto em humanos como em modelos experimentais murinos 

(MEDANA et al., 2006; DUNST et al., 2017). Embora os níveis de parasitemia fossem 

relativamente altos em camundongos infectados com PbA tratados com melatonina, 

houve uma redução significativa no rompimento da BHE no 6° d.p.i. após o tratamento 
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com melatonina, corroborando estudos que demonstram o hormônio como um agente 

que promove a manutenção da estabilidade da BHE em diversos modelos de 

patologias que acometem o SNC (ALLURI, et al., 2016; LIU et al., 2017). 

Além disso, o edema encefálico resultante da alteração da estabilidade da BHE 

também é uma característica notória da MC (PENET et al., 2005). O dano está 

presente em pacientes infectados por P. falciparum e em camundongos submetidos a 

MCE (BROWN et al., 2002; SANNI et., 1998). Sugere-se que este quadro aconteça 

decorrente de danos às células endoteliais e desarranjo da BHE, permitindo que 

fluidos, proteínas plasmáticas e mediadores inflamatórios saiam do sistema vascular 

e atinjam o parênquima do SNC causando perda de função neuronal e, dependendo 

da gravidade, o estado de coma (SANNI, 2001). Van Der Heyde et al., (2006) 

associaram o edema encefálico aos processos inflamatórios resultantes da infecção, 

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

Observamos que os camundongos infectados apresentaram formação de 

edema encefálico significativo, corroborando dados publicados por SANNI, et al., 

(2004). No entanto, camundongos tratados com melatonina apresentaram diminuição 

significativa quando comparado ao grupo PbA. Resultado semelhante ao que fora 

obtido em modelo de injúria traumática cerebral, em que a melatonina mostrou ser 

eficaz frente ao quadro (DING et al., 2014). O mecanismo de proteção pode estar 

relacionado à regulação de proteínas de adesão das células do endotélio vascular, 

embora estudos adicionais precisam ser realizados para confirmar nossa hipótese. 

O tratamento com melatonina também atenuou os danos histológicos cerebrais 

induzidos pela infecção por PbA. As alterações histopatológicas são características 

importantes no desenvolvimento da MC, ocorrem secundariamente à disfunção 

vascular e à exposição do parênquima aos infiltrados leucocitários e demais 

componentes do processo inflamatório (MARTINS et al., 2009; STRANGWARD et al., 

2017). Embora nossos dados demonstrem que o tratamento com melatonina reduziu 

as alterações no córtex sugestivas de infiltração leucocitária, estudos adicionais 

utilizando coloração de células T CD45 e T CD8 + precisam ser realizados para melhor 

caracterizar esse efeito. Isso fornece evidências de que o tratamento com melatonina 

pode reduzir efetivamente a neuroinflamação cerebral associada à patologia da MC. 

Os mecanismos pelos quais a melatonina protege a quebra da BHE e 

subsequentemente o edema cerebral e os danos histológicos durante o quadro da MC 
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podem estar associados à sua característica de livre difusão pelo endotélio vascular. 

A característica anfipática do hormônio que o permite cruzar a BHE, a membrana 

plasmática e compartimentos da célula, como a mitocôndria e núcleo pode ser a 

responsável por conferir proteção em diversos níveis (GUHA et al., 2006; DING et al., 

2015).  

A presença de alterações comportamentais em modelo murino durante o 

desenvolvimento da doença já é amplamente demonstrado por estudos prévios 

(DESRUISSEAUX et al., 2008). São causadas por disfunções características como 

vasoconstrição, hipóxia e um ambiente pró-inflamatório vasoativo que geram essa 

alteração da permeabilidade e rompimento da BHE. Esse conjunto de fatores 

desencadeiam as complicações neurológicas e cognitivas bem características do 

quadro de MC (FALCHOOK et al., 2003; BOIVIN et al., 2007; PONSFORD et al., 

2012).  De acordo com ADAMS et al. (2002), o aumento da permeabilidade da BHE 

que ocorre no início da infecção pela cepa PbA induz danos celulares que persistem 

muito tempo após a infecção, podendo ser responsável pelos danos comportamentais 

persistentes associados à doença.  

O RMCBS foi realizado para caracterizar o quadro de MCE. Este protocolo é 

considerado uma ferramenta importante para a avaliação do estado neurológico de 

camundongos com MC, haja vista que permite uma avaliação rápida e objetiva do 

desenvolvimento das alterações comportamentais na fase aguda da infecção 

(CARROLL et al., 2010). Nossos resultados demonstraram que os animais infectados 

com a cepa PbA apresentaram déficits em todos os domínios comportamentais 

avaliados. 

O teste do campo aberto é utilizado para avaliar o desempenho motor dos 

animais (DESRUISSEAUX et al., 2008). O teste mostrou que a infecção por PbA gerou 

prejuízo da capacidade exploratória dos animais, corroborando as alterações 

comportamentais observadas através da utilização do protocolo RMCBS. Os 

diferentes tipos de alterações comportamentais são diretamente relacionados à área 

do encéfalo afetada. Estudos anteriores demonstram que em modelos de patologias 

que geram alterações na BHE é comum observar um comprometimento 

comportamental desencadeado pelos danos neuronais resultantes da 

neuroinflamação exacerbada e ausência de oxigenação no córtex, mediada por lesões 

vasculares (VAN DER HEYDE et al., 2006). 
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No presente estudo, os camundongos infectados com PbA que receberam 

melatonina tiveram um desempenho que se assemelhou ao dos camundongos 

controle não infectados. O tratamento com o hormônio conseguiu promover proteção 

frente a todos os comprometimentos cognitivos e motores de longo prazo induzidos 

pela infecção. Estudos anteriores já demonstraram o papel protetor da melatonina 

frente a diversos danos comportamentais. Ali et al., (2015) mostrou que o tratamento 

crônico com melatonina atenuou o comprometimento comportamental induzido pela 

D-galactose, mediada pela diminuição da neuroinflamação e neurodegeneração 

através da via RAGE/NF-κB/JNK. Um estudo publicado por Muhammad et al., (2018) 

demonstrou que o hormônio conseguiu promover a redução de alterações 

comportamentais induzidas pelo uso de Escapolamina via redução da 

neuroinflamação e estresse oxidativo. 

O mecanismo exato pelo qual a melatonina promove proteção frente às 

alterações na MCE deve ser melhor investigado. Estudos anteriores demonstram que 

a capacidade de inativar a proteína mTOR confere ao hormônio a capacidade de 

proteção frente a uma neuroinflamação exacerbada, reduzindo a ativação de 

micróglias e a expressão de citocinas pró-inflamatórias (DING et al., 2014).  

Em modelo murino de lesão cerebral hipóxico-isquêmica neonatal, a 

melatonina media o efeito neuroprotetor pela ativação dos receptores M1, o que inibe 

a ativação das vias de morte celular por apoptose, uma vez que promove a 

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

Não podemos excluir o fato de que a neuroproteção da melatonina pode estar 

associada ao seu efeito antioxidante, uma vez que estudos anteriores já 

demonstraram que a administração diária de melatonina restaura a capacidade 

antioxidante e inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias em um modelo 

experimental de retinopatia diabética (NEGI et al., 2011). Além disso, a melatonina é 

capaz de diminuir a expressão das isoformas Nox2 e Nox4, reduzir a geração de 

espécies reativas de oxigênio e inibir a morte celular por apoptose em um modelo 

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

A utilização exógena da melatonina já é amplamente utilizada em diversos 

modelos de neuropatologias, apresentando resultados promissores em doses baixas. 

Um estudo demonstrou que a deficiência de melatonina endógena exacerbou o dano 

neuronal em modelo de injúria traumática cerebral, fornecendo evidências notáveis da 
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eficácia da administração exógena. A administração exógena de melatonina nas 

doses de 5mg/kg e 10mg/kg por injeção intraperitoneal diminui o edema encefálico, o 

volume do infarto e melhorou os déficits neurológicos de camundongos após a lesão 

(REITER et al., 2003). Sua capacidade de proteção do SNC está associada à sua 

particularidade de molécula pleiotrópica, apresentando propriedades anti-

inflamatórias, antiapoptóticas, antioxidantes e de característica regulatória de 

moléculas expressas no endotélio vascular, o que confere ao hormônio a capacidade 

de promover a manutenção da BHE e a proteção do parênquima cerebral.  

Aqui relatamos pela primeira vez que a melatonina é capaz de melhorar os 

sinais clínicos e comprometimento neurocognitivo de camundongos infectados com 

PbA, resultando em proteção contra o quadro de MCE. O mecanismo exato pelo qual 

a melatonina exerce seu efeito neuroprotetor será investigado posteriormente. 
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6. CONCLUSÃO  

 

Concluímos que a melatonina apresentou efeito neuroprotetor frente o quadro 

clínico de Malária Cerebral induzido por uma infecção com a cepa ANKA de 

Plasmodium berghei (PbA). Demonstramos que o tratamento com as diferentes doses 

do hormônio (5mg/kg e 10 mg/kg) promoveu o aumento da sobrevida dos animais, 

protegeu frente ao rompimento da barreira hematoencefálica induzido pela infecção, 

impediu a formação de edema cerebral, reduziu as alterações histológicas do córtex 

de animais infectados e atenuou os danos neurocognitivos e motores associados à 

MCE. Desta forma, os dados atuais representam uma evidência pré-clínica importante 

de que a melatonina pode ser um aliado eficiente para o tratamento de MC. 
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