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5. Resultados  

 

5.1 - Mortalidade, parasitemia e variação de massa corporal em camundongos 

C57Bl/6 WT e PAFR
-/- 

infectados com P. berghei ANKA  

 
A infecção por PbA em camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- foi monitorada 

diariamente, determinando um curso letal para as duas linhagens. Entretanto, a mortalidade 

apresentou um perfil diferente para as duas linhagens, com animais PAFR-/- resistindo à 

infecção por um maior período (21 dias) em relação a animais C57Bl/6 WT (sete dias), 

representando uma proteção significativa (p<0,01) (Figura 7A). A parasitemia foi 

acompanhada diariamente, a partir do terceiro dia pós-infecção, através de esfregaços 

sanguíneos. A observação microscópica dos esfregaços sanguíneos confirmou a infecção 

em todos os animais que desenvolveram um aumento progressivo da parasitemia. Através 

de análise estatística, verificamos que não houve diferença significativa entre os grupos 

durante os dias em que coexistiram (3-7dpi) (Figura 7B).  

A análise de variação da massa corporal dos animais de cada linhagem foi realizada 

em animais infectados, ao longo do tempo (Figura 7C). Os animais infectados, de ambos os 

grupos experimentais, apresentaram uma perda de massa corporal, porém não houve 

diferença entre os grupos durante os dias 3-7 p.i. Adicionalmente, animais PAFR-/-, a partir 

do sétimo dpi, recuperaram massa corporal até 12dpi, mas não mantiveram esse padrão e 

tiveram uma segunda onda de perda corpórea, que coincide com o óbito. Esses animais 

apresentaram hiperparasitemia, com media superior a 60%. 

A ausência de PAFR previne a mortalidade associada a MCE. 
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Figura 7 - Sobrevida, parasitemia e variação da massa corporal de camundongos 
C57Bl/6 WT e PAFR

-/-
 infectados com Plasmodium berghei ANKA.   

Camundongos infectados com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela 
via intraperitoneal. Os animais de ambas as linhagens foram monitorados diariamente. A: 
Sobrevida de camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/-. ** indica diferença significativa entre 
os grupos (p<0,01). Os resultados foram obtidos de dois experimentos independentes. B: 
Média das parasitemias diárias a partir do terceiro dia pós-infecção, sem diferenças 
significativas nos níveis entre as linhagens. C: Variação da massa corporal (%) ao longo da 
infecção. † representa a morte dos animais. Dados de parasitemia, e variação de massa 
corporal foram expressos como média ± EPM e avaliados através do teste Two-way 
ANOVA. Para análise estatística da sobrevida, foi utilizado o teste Log-rank qui-quadrado.  
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5.2 - Contagem total e diferencial de leucócitos 

 

A contagem diferencial de leucócitos foi realizada em esfregaços sanguíneos 

corados com Panótico Rápido, o que permitiu a identificação e quantificação dos diferentes 

tipos celulares presentes no sangue periférico dos animais infectados e controles. A média 

de leucócitos no sangue periférico dos diferentes grupos experimentais demonstrou um 

aumento destas células nos animais infectados (6dpi) em relação aos respectivos controles. 

Entretanto, não houve diferença dos valores entre as linhagens, exceto pela contagem de 

neutrófilos, maior em PAFR-/- controle, com p<0,05 (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4. Contagem total e diferencial de leucócitos no sangue periférico de camundongos 
C57Bl/6 WT e PAFR-/- (x 106 células/mL). 

 WT 

 

PAFR
-/- 

 

 PBS PbA PBS PbA 

Total 6,14 
± 0,82 9,72 ± 1,00 7,80 ± 0,62 10,10 

± 1,52 

Mononuclear 4,82 ± 0,68 7,38 
± 0,91 5,11 ± 0,34 8,18 

± 1,25 

Neutrófilos 1,15 
± 0,20 2,33 

± 0,36 2,68 
± 0,48* 1,92 

± 0,41 

Eosinófilos 0,03 
± 0,02 0,00 

± 0,00 0,01 
± 0,01 0,00 

± 0,00 

Contagem total e diferencial de leucócitos no sangue periférico de camundongos C57Bl/6 
WT e PAFR-/-. Animais controle (PBS) e infectados com Plasmodium berghei ANKA 
(6dpi), com aumento do número de leucócitos quando comparado com respectivo controle. 
Entretanto, nenhuma diferença significativa foi observada entre os grupos, exceto pelo 
número de neutrófilos entre os animais controle dos dois grupos, em que * indica diferença 
significativa (p<0,05). Os resultados foram submetidos à análise one-way ANOVA com 
pós-teste Newman-Keuls. 
 

 

Camundongos PAFR-/- infectados apresentaram modificação nas médias dos tipos 

celulares ao longo da infecção (Tabela 5). A partir do oitavo dia de infecção ocorre um 

aumento significativo no número de leucócitos totais no sangue periférico desses animais, 

caracterizando uma leucocitose. O quadro de leucocitose  perdura no décimo dpi, seguida 

por diminuição de leucócitos para níveis basais no 15dpi e no 20dpi. Mononucleares, 
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incluindo macrófagos, monócitos e linfócitos, são o tipo celular predominante na 

leucocitose. 

 

 

Tabela 5. Contagem total e diferencial de leucócitos no sangue periférico de 
camundongos PAFR-/- (x 106 células/mL). 

 
 

Total Mononuclear Neutrófilos Eosinófilos 

 
0dpi 7,80 ± 0,62 5,11 ± 0,34 2,68 

± 0,48 0,01 
± 0,01 

3dpi 5,80 
± 0,81 3,08 

± 0,53 2,79 
± 0,59 0,00 

± 0,00 
6dpi 10,10 

± 1,52 8,18 
± 1,25 1,92 

± 0,41 0,00 
± 0,00 

8dpi 31,65 
± 4,04 a 27,42 

± 2,66 b 4,23 
± 1,55 0,00 

± 0,00 
10dpi 77,00 

± 16,75 b 61,74 
± 14,19 b 15,55 

± 4,89 b 0,00 
± 0,00 

15dpi 16,25 
± 2,84 7,42 

± 2,13 8,83 
± 2,33 0,00 

± 0,00 
20dpi 9,75 

± 2,49 5,08 
± 0,82 4,67 

± 1,74 0,00 
± 0,00 

Contagem total e diferencial de leucócitos no sangue periférico de camundongos PAFR-/- 
ao longo da infecção. Animais infectados com Plasmodium berghei ANKA, com aumento 
do número de leucócitos totais e mononucleares, quando comparado com respectivos 
controles no oitavo e décimo dpi. onde a e b indicam diferenças significativas, p<0,05 e 
p<0,01 respectivamente. Os resultados foram submetidos à análise one-way ANOVA com 
pós-teste Dunnett. 
 

 

5.3 - Alterações comportamentais durante o curso da infecção 

 

Para análise dos sinais clínicos, os animais foram submetidos à bateria SHIRPA, 

que confirmou alterações comportamentais durante o curso da infecção (Figura 8). A 

análise confirmou prejuízo cognitivo nos animais C57Bl/6 WT ao longo da infecção, 

quando comparados a eles mesmos antes da infecção. Especificamente, houve prejuízo na 

função neuropsiquiátrica no 5dpi (p<0,05), função motora no 6dpi e 7dpi (p<0,01), reflexo 

e função sensorial no 7dpi (p<0,05), tônus muscular e força no 7dpi (p<0,01). A função 

autonômica permaneceu inalterada nesses animais.  
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Figura 8 - Alterações cognitivas em camundongos C57Bl/6 WT e PAFR
-/-

 infectados 

com Plasmodium berghei ANKA.  

Camundongos infectados com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela 
via intraperitoneal. Houve prejuízo cognitivo nos parâmetros avaliados ao longo da 
infecção, especialmente para camundongos C57Bl/6 WT. Entretanto, enquanto os animais 
dos diferentes grupos coexistiram, não houve diferença significativa entre eles. Dados da 
bateria SHIRPA foram expressos como média ± EPM e avaliados através do teste Two-way 
ANOVA.  
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Animais PAFR-/- também apresentaram alterações comportamentais durante o curso 

da infecção. O parâmetro reflexo e função sensorial apresentou alteração significativa 

apenas no 8dpi (p<0,05) e a função neuropsiquiátrica nos dias 7dpi e 14dpi. A função 

motora foi distinta no 8dpi e 10dpi (p<0,01) e 14dpi (p<0,05), enquanto o parâmetro tônus 

muscular e força apresentou essa diferença no intervalo 10-16dpi (p<0,05). Vale ressaltar a 

alteração significativa na função autonômica no grupo PAFR-/-, no período de 5-16dpi 

(p<0,01).  Entretanto, enquanto os animais dos diferentes grupos coexistiram, não houve 

diferença significativa entre eles. 

 

5.4 - Histologia 

 

Uma vez que o comprometimento cognitivo foi diagnosticado, buscou-se investigar 

alterações histopatológicas no tecido cerebral através de análises morfológicas no córtex 

cerebral e cerebelo de animais infectados. Os animais não-infectados, juntamente com 

aqueles sacrificados no terceiro dia pós-infecção (dado não mostrado), apresentaram 

aspecto histológico cerebral compatível com quadro de normalidade (Figura 9A e 9D). No 

sexto dpi, animais C57Bl/6 WT apresentam alterações teciduais moderadas, apresentando 

obstrução vascular, com sequestro intravascular de leucócitos em diferentes regiões e focos 

de hemorragia parenquimal, especialmente na região cerebelar (Figura 9B e 9E). Essas 

alterações, apesar de presentes nos animais PAFR-/-, eram menos frequentes e de menor 

intensidade quando comparado com animais selvagens (Figura 9C e 9F), como 

demonstrado através de análise semi-quantitativa pelo escore histopatológico. A obstrução 

vascular foi analisada nas diferentes áreas, córtex, cerebelo e tronco encefálico, com 

diferença significativa entre os grupos na região cortical do cérebro, com p<0,05 (Figura 

9G). Adicionalmente, a hemorragia cerebelar foi avaliada, e animais PAFR-/- exibiram 

menos focos hemorrágicos quando comparado com animais C57Bl/6 WT infectados, com 

p<0,05 (Figura 9H).  
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Figura 9 - Fotomicrografias representativas e escore histopatológico de tecido 
cerebral.  

Animais controles (A, D), C57Bl/6 WT (B, E) e PAFR-/- (C, F) infectados com 
Plasmodium berghei ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias, após seis dias 
de infecção. Escore histopatológico do infiltrado inflamatório intravascular no córtex, 
cerebelo e tronco encefálico (G) e hemorragia cerebelar (H). Aspecto histológico normal 
do cérebro (A) e cerebelo (D). Camundongos C57Bl/6 WT infectados (6dpi), apresentando 
denso infiltrado inflamatório intravascular (asterisco) no cérebro (B) e cerebelo (E). 
Destaque ao foco de hemorragia (seta) no cerebelo (E). Em contraste, animais PAFR-/- 
exibindo infiltrado inflamatório intravascular (asterisco) menos intenso no cérebro (C) e 
focos hemorrágicos no cerebelo virtualmente ausentes (F). Análise semi-quantitativa 
demonstra que animais PAFR-/- apresentaram infiltrado inflamatório intravascular no córtex 
e hemorragia cerebelar menos intensos, quando comparado com animais C57Bl/6 WT, # 

p<0,05. A-F: H&E, em aumento de 40X. 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

Córtex Cerebelo Tronco

encefálico

C57Bl/6 6dpi

PAFR-/- 6dpi

G)

#

In
fi

lt
ra

d
o

 i
n

tr
a
v
a
s
c
u

la
r

(S
c
o

re
 [

U
A

])

C57Bl/6 PAFR
-/-

0

1

2

3

H)

#

H
e
m

o
rr

a
g

ia
 c

e
re

b
e
la

r

(S
c
o

re
 [

U
A

])

Controle C57Bl/6 PbA PAFR
-/-

 PbA 



 
 

 

74 

De forma geral, o comprometimento cerebral decorrente da infecção é extenso, 

caracterizado por hemorragias parenquimais e infiltrado intravascular de leucócitos, 

ocasionalmente levando a obstrução vascular. Através da análise semi-quantitativa, 

demonstrou-se que animais C57Bl/6 WT apresentaram alterações cerebrais mais intensas 

em relação aos animais da linhagem PAFR-/-.  

Uma vez que a patogenia induzida pela infecção não é limitada ao SNC, houve a 

análise de outros órgãos, como pulmão, fígado e baço. O edema pulmonar a síndrome 

respiratória aguda são complicações comuns no modelo experimental de malária. No 

modelo utilizando PbA, animais C57Bl/6 WT apresentam sinais de edema pulmonar e 

inflamação. Desta forma, a patologia pulmonar foi avaliada em animais C57Bl/6 WT e 

PAFR-/- controles e infectados, no sexto dpi (Figura 10). Os pulmões de animais infectados 

apresentaram um discreto edema intersticial, infiltrado inflamatório nos septos alveolares, 

caracterizando uma pneumonite, e redução do tamanho alveolar. Através de análise semi-

quantitativa, por escore histopatológico de edema pulmonar e alterações pulmonares gerais, 

como descrito por Fauconnier et al. (2011), notou-se diferenças entre os grupos. Animais 

PAFR-/- apresentam escore para edema intersticial, espessamento do septo interalveolar e 

redução do tamanho alveolar significativamente menores quando comparado com animais 

selvagens, com p<0,001 (Figura 10D e E).  

Lesões histopatológicas são frequentemente descritas no baço e fígado de modelos 

experimentais de malária utilizando roedores (SILVA et al., 2011). O baço é um local 

privilegiado de resposta imunitária por macrófagos e linfócitos T e B, com a polpa branca e 

polpa vermelha bem delimitadas em animais controle (Figura 11). O baço exerce um papel 

crucial na eliminação de eritrócitos alterados durante o curso da doença. Em animais 

C57Bl/6 WT no sexto dpi, a arquitetura do órgão sofre alterações significativas, com 

hiperplasia e intensa atividade fagocitária de macrófagos da polpa vermelha, evidenciada 

pela presença de hemozoína, e os folículos linfóides da polpa branca apresentam perda da 

arquitetura. A coloração Azul da Prússia revela o aumento da marcação para pigmento 

malárico na polpa vermelha de animais infectados (Figura 11E). Em animais PAFR-/-, a 

intensidade das alterações no baço foi semelhante aos animais C57Bl/6 WT, no tempo 

representado. Adicionalmente, o baço é precoce e frequentemente acometido pela doença, 

com aumento expressivo do volume e da massa relativa (relação massa do órgão/massa 
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corporal do animal, em %). Camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados apresentaram 

aumento significativo da massa relativa do baço em decorrência da infecção, quando 

comparado com o grupo não infectado, com p<0,001 (Figura 11F). Entretanto, animais 

PAFR-/- infectados apresentam peso relativo significativamente menor quando comparado 

com animais C57Bl/6 WT, com p<0,01. A hiperplasia de células, a retenção de eritrócitos 

parasitados e de pigmento malárico neste órgão podem explicar esse quadro.  

No fígado, o comprometimento hepático é decorrente da fase eritrocitária da infecção. 

A adesão de células mononucleares na superfície endotelial em veias centro lobulares é um 

evento comum em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- com 6dpi, como demonstrado nas Figura 

12 B e C (seta). Adicionalmente, os capilares sinusóides apresentam acúmulo de eritrócitos, 

seguido de deposição do pigmento malárico/hemozoína em células de Kupffer, que podem 

apresentar hipertrofia e hiperplasia. Para confirmar que o pigmento no interior das células 

era o pigmento malárico, os tecidos foram também avaliados através da coloração Azul da 

Prússia (Figura 12D e E). A coloração Azul da Prússia permitiu a identificação da 

marcação para íon Fe3+, sugestivo de pigmento malárico fagocitado por células de Kupffer 

(Figura 12E). A intensidade da deposição foi semelhante entre os grupos, no tempo 

representado. Esses eventos tornam-se mais evidentes ao longo da infecção, mas não 

caraterizaram um dano hepático proeminente.  

Dessa forma, a ausência da sinalização de PAFR é capaz de prevenir a intensidade de 

algumas alterações histopatológicas no tecido cerebral e pulmonar, em um perfil PAFR 

dependente. Entretanto, as alterações hepáticas e esplênicas, que foram identificadas nesses 

animais, não apresentaram um comprometimento extensivo nos tempos representados, que 

possa ser responsável pelo óbito.  
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Figura 10 - Fotomicrografias representativas e escore histopatológico de tecido 

pulmonar. 

Animais controles (A), C57Bl/6 WT (B) e PAFR-/- (C) infectados com Plasmodium berghei 

ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias, após seis dias de infecção. Escore 
histopatológico de edema pulmonar (D) e alterações pulmonares (E), como descrito por 
Fauconnier et al. (2011). A: Parênquima pulmonar com aspecto histológico normal. B: 
Animais C57Bl/6 WT infectados (6dpi) apresentam espessamento dos septos 
interalveolares, com acúmulo de células inflamatórias mononucleares e fibroplasia 
(asterisco). Notar ainda, redução acentuada dos alvéolos pulmonares e deposição de edema 
proteináceo intra-alveolar (seta). C: Animais PAFR-/- (6dpi) apresentam espessamento 
moderado dos septos interalveolares (seta) e edema intra-alveolar. As alterações são 
similares em animais infectados, porém animais PAFR-/- apresentam escore 
significativamente menor para edema intersticial, espessamento dos septos interalveolares e 
redução do tamanho alveolar, quando comparado com animais selvagens (D e E), 
***p<0,001. A-C: H&E, em aumento de 20X.  
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Figura 11 - Fotomicrografias representativas de baço. 

Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados com Plasmodium berghei ANKA, com um 
inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. A: Aspecto 
normal da arquitetura do tecido em animais controle, com a polpa branca e polpa vermelha 
bem delimitadas. B: Alterações da arquitetura do órgão em animais C57Bl/6 WT infectados 
(6dpi), com hiperplasia da polpa branca e perda estrutural da polpa vermelha. Moderada 
atividade fagocitária de macrófagos da polpa vermelha, evidenciada pela presença de 
hemozoína. C: Alterações discretas da arquitetura do órgão, com hiperplasia da polpa 
branca e perda estrutural da polpa vermelha. Moderada atividade fagocitária de macrófagos 
da polpa vermelha, evidenciada pela presença de hemozoína. D: Aspecto normal do tecido 
em animais controle, com a polpa vermelha apresentando fraca marcação para íon Fe3+. E: 
Animais C57Bl/6 WT infectados (6dpi), apresentando marcação para íon Fe3+ (asterisco), 
sugestivo de hemozoína fagocitada por macrófagos da polpa vermelha. A intensidade das 
alterações em animais infectados foi semelhante entre animais C57Bl/6 WT e PAFR-/-, nos 
tempos representados. F: Aumento expressivo da massa relativa do baço (relação massa do 
órgão/massa corporal do animal, em %) em camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- 
infectados, ***p<0,001. Animais PAFR-/- infectados apresentam peso relativo menor 
quando comparado com animais C57Bl/6 WT infectados, ##p<0,01. A-C: H&E, em 
aumento de 10X, com barra representando 500µm. D e E: Azul da Prússia, em aumento de 
20X, com barra representando 100µm. F: Resultado expresso como média ± EPM e 
submetido à análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls.  
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Figura 12 - Fotomicrografias representativas de fígado. 

Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados com Plasmodium berghei ANKA, com um 
inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. A Animal 
controle, com aspecto normal da arquitetura do tecido, demonstrando região de veia centro 
lobular e parênquima hepático, sem deposição de hemozoína. B: Acúmulo focal de células 
mononucleares no endotélio da veia centro lobular (seta), em animais C57Bl/6 WT 
infectados (6dpi) e discreta deposição do pigmento malárico (hemozoína) em células de 
Kupffer (asterisco). C: Acúmulo focal de células mononucleares no endotélio da veia 
centro lobular de animais PAFR-/- infectados (6dpi). No fígado, a intensidade das alterações 
em animais infectados foi semelhante entre os grupos nos tempos representados. D: 
Aspecto normal do tecido em animais controle, sem marcação para íon Fe3+ . E: Animais 
C57Bl/6 WT infectados (6dpi), apresentando marcação para íon Fe3+ (asterisco), sugestivo 
de hemozoína fagocitada por células de Kupffer. A intensidade das alterações em animais 
infectados foi semelhante entre animais C57Bl/6 WT e PAFR-/-, nos tempos representados. 
A-C: H&E; D e E: Azul da Prússia. Aumento de 40X, com barra representando 50µm.
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5.5 - Interação leucócito-endotélio 

 

As interações leucócito-endotélio na microvasculatura da pia-máter foram avaliadas 

através da visualização de leucócitos marcados com o fluorocromo rodamina 6G, utilizando 

a técnica de microscopia intravital. Com o objetivo de caracterizar a resposta inflamatória 

decorrente da infecção por PbA, animais controle, infectados com três e seis dias de 

infecção foram submetidos à técnica. Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- apresentaram, no 

sexto dpi, aumento significativo (***p<0,001) nos processos de rolamento e adesão 

leucocitária no endotélio cerebral em comparação com os respectivos controles. Porém, 

esses eventos apresentaram o mesmo perfil entre animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- (Figura 

13).  

 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

Figura 13 - Interações leucócito-endotélio na microvasculatura da pia-máter, 

utilizando a técnica de microscopia intravital, com o objetivo de avaliar os processos 
de rolamento e adesão leucocitária no endotélio cerebral.  

O protocolo inclui camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados (3dpi e 6dpi) 
com Plasmodium berghei ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias 
parasitadas pela via intraperitoneal. Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- apresentam, no sexto 
dpi, aumento significativo no número de células rolando e aderidas, em comparação com os 
respectivos controles (***p<0,001) . Porém, esses eventos apresentaram o mesmo perfil 
entre animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- (6dpi). Os resultados foram expressos como média ± 
EPM e submetidos à análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls. 
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5.6 - Atividade de N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) no tecido cerebral 

 

Para avaliar a presença de monócitos/macrófagos no tecido cerebral de 

camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/-, avaliamos a atividade da enzima NAG, como ensaio 

indireto para presença desse tipo celular. Os animais WT e PAFR-/- infectados (6dpi) 

apresentaram um aumento significativo da enzima no tecido cerebral (4,79 ± 0,49 

OD/grama de tecido e 4,40 ± 0,37 OD/grama de tecido; respectivamente), quando 

comparado com animais controle, não-infectados (NI) (3,08 ± 0,31 OD/grama de tecido e 

2,62 ± 0,62 OD/grama de tecido; respectivamente), com p<0,05. O aumento da enzima no 

tecido sugere a presença de monócitos sequestrado no compartimento cerebral, em 

decorrência da infecção (Figura 14). Entretanto, não houve diferença significativa dos 

níveis da atividade da enzima entre animais C57Bl/6 WT e PAFR-/-. 

 

 

Figura 14 - Avaliação da enzima NAG no tecido cerebral. 

Camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados com Plasmodium berghei ANKA, com 
um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. A presença de 
monócitos/macrófagos no tecido cerebral foi avaliada através da atividade da enzima, como 
ensaio indireto para presença desse tipo celular. Os resultados foram expressos em 
densidade óptica (OD) da reação enzimática por grama de tecido cerebral. Camundongos 
C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados apresentaram um aumento significativo da concentração 
de NAG, quando comparado com animais controle (*p<0,05), sem diferença significativa 
entre animais infectados. Os resultados foram expressos como média ± EPM e submetidos 
à análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls. NI: não-infectado. 
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5.7 - Produção de citocinas e quimiocinas 

 

Para a caracterização da resposta inflamatória desencadeada pela infecção, foram 

mensuradas quimiocinas e citocinas no tecido cerebral, pulmão, baço e no soro, através da 

técnica de ELISA.  

 

5.7.1 - Citocinas e quimiocinas no tecido cerebral 

As concentrações de TNF-α, MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2, Kc/CXCL1, 

RANTES/CCL5, MIP-1α/CCL3, IL-10, TGF-β e VEGF foram avaliadas no homogenato de 

tecido cerebral de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados (Figura 15).  

A quimiocina CCL2/MCP-1 apresentou aumento dos níveis em animais C57Bl/6 

WT e PAFR-/- infectados (98,20 ± 11,61 pg/mL e 67,28 ± 12,60 pg/mL; respectivamente) 

quando comparados com o grupo controle (16,10 ± 3,92 pg/mL e 4,03 ± 1,36 pg/mL; 

respectivamente), com p<0,001. Entretanto, animais PAFR-/- infectados apresentaram uma 

concentração menor dessa quimiocina quando comparado com animais C57Bl/6 WT, com 

p<0,05. Para CCL5/RANTES, a infecção acarretou no aumento da concentração dessa 

quimiocina no tecido cerebral dos animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- (763,50 ± 122,80 pg/mL 

e 1015 ± 128,30 pg/mL; respectivamente) quando comparados com os respectivos grupos 

controle (246,90 ± 46,17 pg/mL e 220,00 ± 28,29 pg/mL) com p<0,01 e p<0,001, 

respectivamente. A quimiocina CCL3/MIP-1α permaneceu com níveis inalterados em 

animais C57Bl/6 WT infectados (211,90 ± 6,16 pg/mL) quando comparados com o grupo 

controle (171,80 ± 17,10 pg/mL). Entretanto, os níveis dessa quimiocina aumentaram nos 

animais PAFR-/- infectados (234,2 ± 27,67 pg/mL) quando comparados com o grupo 

controle (136,1 ± 9,13 pg/mL), com p<0,05. 

A citocina TNF-α apresentou um perfil similar, com níveis semelhantes nos animais 

C57Bl/6 WT infectados (449,1 ± 32,29 pg/mL) e grupo controle (595,2 ± 86,68 pg/mL). Já 

nos animais PAFR-/-, houve um aumento na concentração em animais infectados (878,6 ± 

87,18 pg/mL) quando comparados com o grupo controle (424,5 ± 28,34 pg/mL), com 

p<0,01. Adicionalmente, os níveis em animais PAFR-/- infectados eram significativamente 

superiores quando comparados com camundongos C57Bl/6 WT infectados, com p<0,01. 
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Figura 15 - Citocinas/quimiocinas em homogenato de tecido cerebral. 

Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados (6dpi) com Plasmodium berghei 

ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. 
O homogenato de tecido cerebral foi avaliado através de ELISA, para dosagem de TNF-α, 
CXCL9, CCL2, CXCL1, CCL5, CCL3, IL-10, TGF-β e VEGF. As quimiocinas CCL2 e 
CCL5 apresentaram aumento dos níveis em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados 
quando comparados com controle (**p<0,01 e ***p<0,001), com animais PAFR-/- 
infectados apresentaram uma concentração menor quando comparado com animais WT, 
#p<0,05. Aumento na concentração de TNF-α e CCL3 em animais PAFR-/- infectados 
quando comparados com o controle, *p<0,05 e **p<0,01. Os níveis de TNF-α em animais 
PAFR-/- infectados foram significativamente superiores quando comparados com 
camundongos WT infectados, ##p<0,01. A concentração de CXCL9 aumentou no tecido 
cerebral de animais WT infectados (**p<0,01), enquanto os níveis dessa quimiocina 
permaneceram inalterados em animais PAFR-/-. CXCL1 apresentou valores inalterados em 
animais WT infectados e um acréscimo em animais PAFR-/- infectados, *p<0,05. A citocina 
IL-10 apresenta um perfil inalterado em animais WT e PAFR-/- infectados, quando 
comparados com os controles. Entretanto, os níveis entre animais infectados apresentaram 
diferenças significativas, #p<0,05. Os níveis de VEGF diminuíram em animais C57Bl/6 
WT infectados quando comparados com controle, *p<0,05, e permaneceram inalterados em 
animais PAFR-/- infectados. Resultados expressos como média ± EPM e submetidos à 
análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls. NI: não-infectado. 
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A concentração de CXCL9/MIG apresentou um aumento no tecido cerebral de 

animais C57Bl/6 WT infectados (1354 ± 183,9 pg/mL) em relação ao controle (872,0 ± 

95,06 pg/mL), com p<0,01. Enquanto os níveis dessa quimiocina permaneceram 

inalterados em animais PAFR-/- controle e infectados (862,4 ± 189,2 pg/mL e 1299 ± 198,8 

pg/mL; respectivamente). A quimiocina CXCL1/KC apresentou um perfil contrário, com 

valores inalterados entre animais C57Bl/6 WT infectados (131,8 ± 22,14 pg/mL) e 

controles (63,54 ± 16,98 pg/mL). Enquanto em animais PAFR-/-, a concentração apresentou 

um acréscimo em animais infectados (193,8 ± 36,97 pg/mL) quando comparado com 

animais não-infectados (47,08 ± 7,94 pg/mL), com p<0,05. 

A citocina IL-10 apresenta um perfil inalterado em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- 

infectados (143,2 ± 18,92 pg/mL e 90,18 ± 11,78 pg/mL) quando comparados com os 

controles (100,3 ± 4,26 pg/mL e 94,56 ± 6,17 pg/mL). Entretanto, o nível entre animais 

infectados apresentou diferença significativa, com p<0,05. De maneira particular, os níveis 

de VEGF diminuíram em animais C57Bl/6 WT infectados (96,92 ± 11,09 pg/mL) quando 

comparados com o grupo controle (168,2 ± 25,71 pg/mL), com p<0,05. Para animais 

PAFR-/- infectados, os valores para essa citocina (85,14 ± 12,70 pg/mL) permaneceram 

inalterados quando comparados com PAFR-/- não infectados (140,5 ± 22,01 pg/mL). 

 

5.7.2 - Citocinas e quimiocinas sistêmicas 

Em decorrência do perfil sistêmico da doença, o soro de animais C57Bl/6 WT e 

PAFR-/- controles (NI: não infectado) e infectados (6dpi) foi avaliado através de ELISA, 

para dosagem das seguintes citocinas e quimiocinas: TNF-α, IL-10, IP-10/CXCL10, IFN-γ, 

IL-6 e VEGF (Figura 16). Verificou-se um aumento da concentração de TNF-α em animais 

C57Bl/6 WT infectados (121,50 ± 13,40 pg/mL) em relação ao controle (47,82 ± 8,00 

pg/mL), com p<0,001. Em adição, animais PAFR-/- infectados apresentaram níveis 

similares com o grupo controle (63,41 ± 7,71 pg/mL; 44,02 ± 4,76 pg/mL) e 

significativamente menores que animais C57Bl/6 WT infectados, com p<0,01. Os valores 

de IP-10/CXCL10 seguem um padrão semelhante, com maior concentração em animais 

C57Bl/6 WT infectados (1378,00 ± 336,80 pg/mL), que animais controle (191,80 ± 112,80 

pg/mL), p<0,01; enquanto PAFR-/- controle e infectados apresentam valores similares 
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(283,70 ± 104,90 pg/mL e 317,50 ± 92,09 pg/mL). Para IL-10, animais C57Bl/6 WT 

infectados (436,90 ± 76,32 pg/mL) apresentaram uma concentração superior que C57Bl/6 

WT controle (22,34 ± 10,77 pg/mL), com p<0,001; enquanto PAFR-/- controle e infectados 

mantiveram o mesmo perfil (16,89 ± 2,96 pg/mL e 198,90 ± 5,07 pg/mL). Os níveis de IP-

10/CXCL10 e IL-10 em animais PAFR-/- infectados apresentaram significativamente 

menores quando comparado com camundongos C57Bl/6 WT infectados, com p<0,05.  

Houve um incremento dos valores citocina IFN-γ em animais C57Bl/6 WT 

infectados (118,0 ± 15,65 pg/mL) quando comparados com o grupo controle (29,69 ± 5,86 

pg/mL), com p<0,01. Os níveis da citocina em animais PAFR-/- infectados permaneceram 

inalterados quando comparados com PAFR-/- não infectados (59,04 ± 4,042 pg/mL e 66,54 

± 24,04 pg/mL). A concentração de IFN-γ em animais PAFR-/- infectados apresentaram 

significativamente menores quando comparado com camundongos C57Bl/6 WT infectados, 

com p<0,05. De maneira similar, os níveis de VEGF aumentaram em animais C57Bl/6 WT 

infectados (141,70 ± 32,31 pg/mL) quando comparados com o grupo controle (38,56 ± 8,04 

pg/mL), com p<0,05. Para animais PAFR-/- infectados, o valor da citocina (65,86 ± 18,70 

pg/mL) permaneceu inalterado quando comparados com PAFR-/- não infectados (24,48 ± 

1,71 pg/mL), mas significativamente menor quando comparado com camundongos 

C57Bl/6 WT infectados, com p<0,05. A citocina IL-6 apresentou níveis maiores nos 

animais C57Bl/6 WT infectados (224,6 ± 36,17 pg/mL) quando comparados com o grupo 

controle (35,63 ± 5,86 pg/mL), com p<0,01; enquanto a concentração em animais PAFR-/- 

infectados permaneceu inalterada quando comparada com PAFR-/- não infectados (171,50 ± 

39,23 pg/mL e 51,30 ± 17,15 pg/mL).  
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Figura 16 - Níveis séricos de citocinas/quimiocinas. 

Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados com Plasmodium berghei ANKA, 
com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. O soro 
de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controles e infectados (6dpi) foi avaliado através de 
ELISA, para dosagem de TNF-α, IFN-γ, IP-10/CXCL10, IL-10, VEGF e IL-6. Verificou-se 
um aumento da concentração de TNF-α, IP-10/CXCL10, IL-10, IFN-γ e VEGF em animais 
C57Bl/6 WT infectados em relação ao grupo controle, *** p<0,001 e ** p<0,01. Em 
adição, animais PAFR-/- infectados apresentaram níveis similares com o grupo controle e 
significativamente menores que animais C57Bl/6 WT infectados, ## p<0,01 e #p<0,05. A 
citocina IL-6 apresentou valores superiores nos animais C57Bl/6 WT infectados quando 
comparados com o grupo controle, ** p<0,01. Entretanto, os níveis dessa citocina 
permaneceram inalterados quando comparado com PAFR-/- controle e animais WT 
infectados. Os resultados foram expressos como média ± EPM e submetidos à análise one-
way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls. NI: não-infectado. 

 

 

NI PbA NI PbA
0

50

100

150

200

***

##

C57Bl/6 PAFR-/-

T
N

F
-α

  
(p

g
/m

L
)

NI PbA NI PbA
0

200

400

600
***

#

C57Bl/6 PAFR-/-

IL
-1

0
 (

p
g

/m
L

)

NI PbA NI PbA
0

500

1000

1500

2000
**

#

C57Bl/6 PAFR-/-

C
X

C
L

1
0
/I

P
-1

0
 (

p
g

/m
L

)

NI PbA NI PbA
0

30

60

90

120

150

180

***

C57Bl/6 PAFR-/-

#

IF
N

-γ
 (

p
g

/m
L

)

NI PbA NI PbA
0

50

100

150

200

**

C57Bl/6 PAFR-/-

#

V
E

G
F

 (
p

g
/m

L
)

NI PbA NI PbA
0

100

200

300 **

C57Bl/6 PAFR-/-

IL
-6

 (
p

g
/m

L
)



 
 

 

86 

5.7.3 - Citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar 

As concentrações de RANTES/CCL5, IFN-γ, Kc/CXCL1, IL-10 e VEGF foram 

avaliadas no homogenato de tecido pulmonar de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e 

infectados (Figura 17).  

Verificou-se um aumento da concentração de RANTES/CCL5 em animais 

selvagens infectados (5192 ± 915,2 pg/mL) em relação ao grupo controle (1849 ± 135,5 

pg/mL), com p<0,01. Em adição, animais PAFR-/- infectados apresentaram níveis similares 

com o grupo controle (3114 ± 678,4 pg/mL; 1314 ± 153,2 pg/mL) e significativamente 

menores que animais C57Bl/6 WT infectados, com p<0,05. A citocina IFN-γ apresentou 

um incremento dos valores nos animais C57Bl/6 WT infectados (207,40 ± 61,91 pg/mL) 

quando comparados com o grupo controle (18,82 ± 8,07 pg/mL), com p<0,05. Para animais 

PAFR-/- infectados, apesar do aumento nos níveis dessa citocina (82,71 ± 25,99 pg/mL), os 

valores não foram significativamente diferentes quando comparados com PAFR-/- não 

infectados (22,46 ± 19,85 pg/mL). Adicionalmente, animais PAFR-/- infectados 

apresentaram níveis significativamente menores que animais C57Bl/6 WT infectados, com 

p<0,05. 

A quimiocina CXCL1/KC apresentou um acréscimo nos valores em animais 

C57Bl/6 WT infectados (122,7 ± 12,44 pg/mL) em relação ao grupo controle (83,64 ± 

7,468 pg/mL). Enquanto em animais PAFR-/-, a concentração em animais infectados (97,42 

± 9,22 pg/mL) permaneceu inalterada quando comparado com animais não-infectados 

(59,91 ± 12,74 pg/mL). Os valores de IL-10 e VEGF permaneceram inalterados no tecido 

pulmonar de animais infectados (dados não mostrados). 
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Figura 17 - Concentração de citocinas/quimiocinas em homogenato de tecido 
pulmonar. 

Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados com Plasmodium berghei ANKA, 
com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. O 
homogenato de tecido pulmonar de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controles e infectados 
(6dpi) foi avaliado através de ELISA, para dosagem de RANTES/CCL5, IFN-γ, 
Kc/CXCL1 e IL-10. Verificou-se um aumento da concentração de RANTES/CCL5 e IFN-γ 
em animais selvagens infectados em relação ao grupo controle, **p<0,01 e *p<0,05, 
respectivamente. Em adição, animais PAFR-/- infectados apresentaram níveis similares com 
o grupo controle e significativamente menores que animais C57Bl/6 WT infectados, 
#p<0,05. A quimiocina CXCL1/KC apresentou um acréscimo nos valores em animais 
C57Bl/6 WT infectados em relação ao grupo controle *p<0,05. Enquanto em animais 
PAFR-/-, os níveis dessa quimiocinas permaneceram inalterados quando comparados com 
PAFR-/- controle e animais C57Bl/6 WT infectados. Os valores de IL-10 permaneceram 
inalterados no tecido pulmonar de animais infectados. Os resultados foram expressos como 
média ± EPM e submetidos à análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls.  
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5.7.4 - Citocinas e quimiocinas no baço 

Adicionalmente, o baço exerce importante papel na resposta imune durante a 

malária. Dessa forma, a concentração das citocinas/quimiocinas IL-12p40, IFN-γ, IL-10, 

IL-4, IL-2, IP/CXCL10, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5 foi avaliada no baço de animais 

C57Bl/6 WT e PAFR-/- controles e infectados (Figura 18). Verificou-se um aumento da 

concentração de IL-12p40 em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados (4978 ± 188,0 

pg/mL e 4877 ± 238,2 pg/mL; respectivamente) em relação aos controles (3190 ± 51,4 

pg/mL e 3589 ± 261,4 pg/mL; respectivamente), com p<0,001. Animais infectados de 

ambos os grupos apresentaram níveis similares entre si. Os níveis de IFN-γ permaneceram 

inalterados em animais C57Bl/6 WT infectados (372,8 ± 151,0 pg/mL) em relação ao grupo 

controle (154,5 ± 38,6 pg/mL). Entretanto, houve um incremento significativo na 

concentração dessa citocina em animais PAFR-/- infectados (703,7 ± 166,6 pg/mL) quando 

comparado com animais controle (175,6 ± 24,7 pg/mL), com p<0,05. 

A concentração de IL-10 em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados foi maior 

(268,2 ± 18,4 pg/mL e 282,6 ± 15,6 pg/mL; respectivamente) em relação ao grupo controle 

(118,1 ± 24,5 pg/mL e 87,1 ± 10,1 pg/mL; respectivamente), com p<0,001, enquanto 

animais infectados apresentaram níveis similares entre si. A concentração de IL-4 sofreu 

declínio em decorrência da infecção em animais C57Bl/6 WT (87,7 ± 25,3 pg/mL), em 

relação aos animais não-infectados (276,2 ± 50,7 pg/mL), com p<0,05. Os níveis de IL-4 

mantiveram o mesmo padrão em animais PAFR-/- (NI: 231,5 ± 42,2 pg/mL e PbA:160,4 ± 

31,4 pg/mL). Houve redução da concentração de IL-2 no baço de animais C57Bl/6 WT e 

PAFR-/- infectados (10,97 ± 5,9 pg/mL e 30,3 ± 10,9 pg/mL; respectivamente) em relação 

aos animais controle (182,9 ± 34,3 pg/mL e 159,5 ± 31,5 pg/mL; respectivamente), com 

p<0,001. Os níveis de CXCL10/IP-10 decaíram em animais C57Bl/6 WT infectados (1583 

± 38,9 pg/mL) em relação ao grupo controle (3351 ± 271,4 pg/mL), com p<0,001. Animais 

PAFR-/- controle e infectados apresentaram valores similares entre si (2221 ± 440,5 pg/mL 

e 1859 ± 63,5 pg/mL; respectivamente). Adicionalmente, a quimiocina CXCL10/IP-10 

apresentou um perfil basal distinto em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- não-infectados, com 

p<0,01. Os níveis das quimiocinas CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1 apresentaram níveis 

similares em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados (dados não mostrados) 
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Figura 18 - Níveis de citocinas/quimiocinas em homogenato de baço.  

Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados com Plasmodium berghei ANKA, 
com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. O 
homogenato tecidual de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controles e infectados (6dpi) foi 
avaliado através de ELISA, para dosagem de IL-12p40, IFN-γ, IL-10, IL-4, IL-2, 
IP/CXCL10, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5. Verificou-se aumento da concentração de 
IL-12p40 e IL-10 em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados em relação aos controles, 
***p<0,001. Animais infectados de ambos os grupos apresentaram níveis similares entre si. 
Os níveis de IFN-γ permaneceram inalterados em animais C57Bl/6 WT infectados em 
relação ao grupo controle. Entretanto, houve um incremento significativo na concentração 
dessa citocina em animais PAFR-/- infectados quando comparado com animais controle, 
*p<0,05. A concentração de IL-4 e IL-2 sofreu declínio em decorrência da infecção em 
animais, em relação aos animais não-infectados, *p<0,05. Os níveis das citocinas 
mantiveram o mesmo padrão em animais PAFR-/-. Os níveis de CXCL10/IP-10 decaíram 
em animais C57Bl/6 WT infectados (***p<0,001), enquanto animais PAFR-/- controle e 
infectados apresentaram valores similares. A quimiocina CXCL10/IP-10 apresentou um 
perfil basal distinto em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- não-infectados, com p<0,01. Os 
resultados foram expressos como média ± EPM e submetidos à análise one-way ANOVA 
com pós-teste Newman-Keuls.  
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5.8 - Perfil de expressão de moléculas no tecido cerebral  

 
Uma vez que IL-10 é capaz de modular o desenvolvimento da MCE induzida por 

PbA, e IL-1β é capaz de contribuir para o dano da BHE (ALLAN et al., 2005), os níveis de 

expressão dessas duas moléculas foram analisadas por qPCR (Figura 19A e B). A 

expressão de IL-1β apresentou níveis de expressão significativamente maiores em animais 

C57Bl/6 WT infectados quando comparados com o grupo controle, com p<0,01. Para 

animais PAFR-/- infectados, os níveis para essa citocina permaneceram inalterados quando 

comparados com PAFR-/- não infectados, mas significativamente menores quando 

comparado com C57Bl/6 WT infectados, com p<0,01. A citocina IL-10 apresenta um perfil 

similar, com níveis maiores nos animais C57Bl/6 WT infectados quando comparados com 

o grupo controle, com p<0,01. Animais PAFR-/- infectados permaneceram com a expressão 

dessa citocina inalterada quando comparada com PAFR-/- não infectados. Porém, os valores 

entre os grupos infectados não apresentaram diferença significativa.  

Uma vez que estudos experimentais demonstram que moléculas de adesão estão 

envolvidas nas interações leucócito-endotélio, a expressão de ICAM-1 e VCAM foram 

analisadas no tecido cerebral de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- (Figura 19C e D). A 

expressão de ICAM-1 apresentou um aumento significativo em animais C57Bl/6 WT e 

PAFR-/- infectados em relação aos respectivos controles, com p<0,05. Entretanto, não 

houve diferença significativa entre os grupos infectados. Para a molécula VCAM, houve 

um aumento da expressão em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados em relação aos 

controles, entretanto esse aumento não foi significativo. 

Diferentes componentes das vias de coagulação parecem desempenhar papéis 

importantes em mecanismos inflamatórios, criando uma interdependência destes sistemas 

(YOSHIDA & GRANGER, 2009). Essa característica, somada a detecção de hemorragia no 

tecido cerebral através de análise histopatológica, levou a análise da expressão do fator 

tecidual e fator de von Willebrand nesse tecido (Figura 19E e F). Entretanto, os níveis da 

expressão de mRNA para essas proteínas permaneceram inalterados no tecido cerebral de 

animais infectados e controles.  
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Figura 19 - Níveis da expressão de IL-1β, IL-10, ICAM-1, VCAM, fator de von 

Willebrand e fator tecidual no tecido cerebral. 

Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle (NI: não infectado) e infectados (6dpi) com 
Plasmodium berghei ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas 
pela via intraperitoneal. A expressão de IL-1β apresentou níveis de expressão maiores em 
animais C57Bl/6 WT infectados quando comparados com o grupo controle, **p<0,01. Os 
níveis dessa citocina permaneceram inalterados em animais PAFR-/- infectados, mas 
significativamente menores quando comparado com C57Bl/6 WT infectados, ##p<0,01. A 
citocina IL-10 apresentou níveis maiores nos animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados 
quando comparados com o grupo controle, **p<0,01 e *p<0,05. Adicionalmente, os 
valores entre os grupos infectados não apresentaram diferença significativa. A expressão de 
ICAM-1 apresentou um aumento significativo em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- 
infectados em relação aos respectivos controles, *p<0,05. Entretanto, não houve diferença 
significativa entre os grupos infectados. Os níveis da expressão de mRNA para VCAM, o 
fator de von Willebrand e do fator tecidual permaneceram inalterados no tecido cerebral de 
animais infectados e controles. Os resultados foram expressos como média ± EPM e 
submetidos à análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls.  
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5.9 - Perfil da fosforilação de ERK1/2 e da clivagem da caspase-3 durante a infecção  

 

Diante do perfil de citocinas e quimiocinas no tecido cerebral de animais C57Bl/6 

WT e PAFR-/-, buscou-se analisar o perfil de fosforilação de ERK1/2 (p42/p44), como um 

indicador na transdução de sinais durante o curso da infecção. A fosforilação de ERK1/2 

gera dois fragmentos (42/44kDa), utilizados para a análise funcional para diversas vias de 

sinalização. A fosforilação de ERK1/2 foi analisada através de Western Blot, em paralelo 

com a expressão de β-actina, em grupos controle e infectados, após três e seis dias de 

infecção (Figura 20A). Através da análise de densitometria (Figura 20B), nota-se que 

animais C57Bl/6 WT apresentam níveis de expressão inalterados das subunidades em 

animais infectados (3dpi: 0,363 ± 0,022 UA; 6dpi: 0,454 ± 0,031 UA), quando comparado 

ao grupo controle (0,145 ± 0,084 UA). Entretanto, animais PAFR-/- infectados (6dpi) (0,922 

± 0,102 UA), apresentaram um aumento significativo em relação aos animais controle 

(0,255 ± 0,089 UA), com p<0,001. Adicionalmente, a expressão de ERK1/2 foi 

significativamente maior em animais PAFR-/- infectados (6dpi) quando comparados com 

animais C57Bl/6 WT infectados (6dpi), com p<0,01. 

Para avaliar se PAFR regula a ativação de caspase-3 durante a infecção, extratos 

protéicos do tecido cerebral de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- foram examinados para a 

presença da caspase-3 clivada. A ativação da caspase-3 gera a clivagem da proteína em dois 

fragmentos (17/19kDa), indicativo de eventos pró-apoptóticos. A clivagem de caspase-3 foi 

analisada através de Western Blot, em paralelo com a expressão de β-actina, em grupos 

controle e infectados, após três e seis dias de infecção (Figura 21A). Através da análise de 

densitometria (Figura 21B), nota-se um aumento significativo da expressão dessas 

subunidades em animais selvagens no 6dpi (0,883 ± 0,113 UA), quando comparado ao 

grupo controle (0,077 ± 0,0695 UA), com p<0,001. Animais PAFR-/- infectados (6dpi) 

(0,343 ± 0,054 UA), não apresentaram um aumento significativo em relação aos animais 

controle (0,049 ± 0,002 UA). Adicionalmente, a ativação da caspase-3 foi 

significativamente menor em animais PAFR-/- infectados (6dpi) quando comparados com 

animais C57Bl/6 WT infectados (6dpi), com p<0,001. Dessa forma, a ausência de PAFR 

atenua a ativação de caspase-3, que pode indicar uma preservação de células endoteliais no 

tecido cerebral de animais PAFR-/- infectados. 
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Figura 20 - Níveis da fosforilação de ERK1/2 (p42/p44), em extratos protéicos do 

tecido cerebral através de Western Blot. 

Camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle (não infectados: NI) e infectados (3dpi e 
6dpi) com Plasmodium berghei ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias 
parasitadas pela via intraperitoneal. A: A fosforilação de ERK1/2 gera dois fragmentos 
(42/44kDa), que foi analisada através do fracionamento de proteínas (25 µg) do tecido 
cerebral de grupos controle e infectados (3dpi e 6dpi) em 10% SDS-PAGE , em paralelo 
com a expressão de β-actina. B: Através da análise de densitometria da membrana através 
do software ImageJ, nota-se que animais WT apresentam níveis de expressão inalterados da 
expressão de fosfo-ERK1/2 em animais infectados (3dpi e 6dpi), quando comparado ao 
grupo controle. Entretanto, animais PAFR-/- infectados (6dpi), apresentaram um aumento da 
expressão de fosfo-ERK1/2em relação aos animais controle (***p<0,001), que foi 
significativamente maior quando comparados com animais C57Bl/6 WT infectados (6dpi), 
##p<0,01. Os resultados foram expressos como média ± EPM e submetidos à análise one-
way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls.  
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Figura 21 - Níveis de expressão da caspase-3 clivada em extratos protéicos do tecido 
cerebral através de Western Blot.  

Camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle (não infectados: NI) e infectados (3dpi e 
6dpi) com Plasmodium berghei ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias 
parasitadas pela via intraperitoneal. A ativação da caspase-3 gera a clivagem dessa proteína 
em dois fragmentos (17/19kDa) e a presença desses fragmentos, com anticorpos 
específicos, é indicativo de eventos pró-apoptóticos. A: A clivagem de caspase-3 foi 
analisada através do fracionamento de proteínas (25 µg) do tecido cerebral de grupos 
controle e infectados (3dpi e 6dpi) em 15% SDS-PAGE , em paralelo com a expressão de 
β-actina. B: Através da análise de densitometria da membrana através do software ImageJ, 
nota-se um aumento significativo da expressão desses fragmentos em animais C57Bl/6 WT 
no 6dpi, quando comparado ao grupo controle, ***p<0,001. Animais PAFR-/- infectados 
(6dpi), não apresentaram um aumento significativo em relação aos animais controle. 
Adicionalmente, a ativação da caspase-3 foi significativamente menor em animais PAFR-/- 
infectados (6dpi) quando comparados com animais C57Bl/6 WT infectados (6dpi), 
###p<0,001. Os resultados foram expressos como média ± EPM e submetidos à análise one-
way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls.  
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5.10 – Expressão de caspase-3 clivada no tecido cerebral 

 

A imunopositividade para caspase-3 clivada em tecido cerebral foi analisada através 

de imunohistoquímica, para avaliar o tipo celular que pode expressar caspase-3 clivada em 

decorrência da infecção (Figura 22). A marcação foi ausente no tecido cerebral de animais 

controles (Figura 22A) enquanto animais C57Bl/6 WT infectados apresentaram marcação 

em células endoteliais, frequentemente associada com a marcação de leucócitos 

sequestrados (Figura 22B, asteriscos). Em camundongos PAFR-/- , a imunopositividade para 

a caspase-3 clivada foi menos intensa (Figura 22C, asterisco) quando comparados com 

animais C57Bl/6 WT infectados, como comprovado pela análise semi-quantitativa, com 

p<0,01 (Figura 22D).  

 

 

 

Figura 22 - Fotomicrografias representativas de imunohistoquímica para caspase-3 
clivada em tecido cerebral. 

Animais controles (A), C57Bl/6 WT infectados (B) e PAFR-/- infectados (C) com 
Plasmodium berghei ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias. 
Imunohistoquímica para caspase-3 clivada, com animais controle apresentando ausência de 
imunomarcação. Camundongos C57Bl/6 WT infectados (6dpi) apresentando 
imunoreatividade em leucócitos sequestrados e associados com células endoteliais também 
marcadas (asteriscos). Em contraste, animais PAFR-/- infectados (6dpi) exibindo 
imunomarcação celular menos intensa (asterisco). D: Análise semi-quantitativa para 
intensidade de células imunopositivas para caspase-3 clivada, com animais PAFR-/- 
infectados apresentando imunoreatividade celular reduzida, quando comparado com 
animais C57Bl/6 WT, ##p<0,05. 
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5.11 - Avaliação da permeabilidade vascular 

 

Uma vez que a administração de PAF tem sido associada com aumento da 

permeabilidade vascular, a integridade vascular no tecido cerebral e pulmonar foi avaliada. 

Através da determinação qualitativa, nota-se um forte extravasamento de Azul de Evans 

para o parênquima cerebral e pulmonar de animais C57Bl/6 WT infectados (Figura 23A). 

Através da quantificação do corante extravasado para o parênquima cerebral, pode-se 

avaliar indiretamente alterações na permeabilidade da BHE. A análise espectrofotométrica 

do Azul de Evans presente no tecido cerebral comprovou, em animais WT infectados 

(6dpi), o aumento significativo da concentração do corante no parênquima cerebral (7,73 ± 

2,26 pg de azul de Evans/100mg de tecido), em relação ao grupo controle (0,46 ± 0,02 pg 

de azul de Evans/100mg de tecido), com p<0,001 (Figura 23B). Camundongos PAFR-/- 

infectados permaneceram com níveis inalterados do corante no parênquima cerebral (1,71 ± 

0,17 pg de azul de Evans/100mg de tecido) em relação ao grupo controle (0,45 ± 0,14 pg de 

azul de Evans/100mg de tecido). Adicionalmente, animais PAFR-/- infectados apresentaram 

uma concentração significativamente menor de Azul de Evans no tecido cerebral quando 

comparado com animais WT infectados (p<0.001). Desta forma, há indícios de 

modificações na permeabilidade da BHE em animais selvagens, em decorrência da 

infecção, enquanto animais PAFR-/- infectados apresentam a integridade da BHE 

preservada.  

A integridade vascular do parênquima pulmonar foi quantificada por análise 

espectrofotométrica (Figura 23C). Animais selvagens infectados apresentaram uma 

concentração elevada para esse corante (18,43 ± 0,11 pg de azul de Evans/100mg de tecido) 

em relação aos animais controles (1,78 ± 0,32 pg de azul de Evans/100mg de tecido), com 

p<0,001. Animais PAFR-/- infectados apresentaram um incremento nos níveis de Azul de 

Evans no parênquima pulmonar (5,26 ± 1,02 pg de azul de Evans/100mg de tecido), 

quando comparado com animais não-infectados (1,86 ± 0,46 pg de azul de Evans/100mg de 

tecido), com p<0,01. Entretanto, animais PAFR-/- infectados exibiram um extravasamento 

do corante menor quando comparado com animais selvagens (p<0.01). De forma resumida, 

os dados demonstram que a ausência da sinalização de PAFR apresenta um efeito protetor 

na integridade vascular do pulmão. 
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Figura 23 - Avaliação da permeabilidade vascular no parênquima cerebral e 
pulmonar. 

Camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- controle e infectados com Plasmodium berghei 
ANKA, com um inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas. A: Imagem qualitativa 
do extravasamento de Azul de Evans para o parênquima cerebral e pulmonar em animais 
controle e animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados. B e C: Avaliação quantitativa por 
absorbância do Azul de Evans no parênquima cerebral e pulmonar B: Animais C57Bl/6 
WT infectados apresentaram um aumento significativo da concentração do corante no 
parênquima cerebral em relação ao controle, ***p<0,001. Camundongos PAFR-/- 
infectados apresentaram níveis inalterados do corante no parênquima cerebral, e uma 
concentração menor quando comparado com animais WT infectados, ###p<0,001. C: 
Animais infectados apresentaram níveis elevados de Azul de Evans no parênquima 
pulmonar, em relação aos controles, ***p<0,001 e **p<0,01. Entretanto, animais PAFR-/- 
infectados exibiram um menor extravasamento do corante quando comparado com animais 
selvagens, ## p<0,01. Os resultados foram expressos como média ± EPM e submetidos à 
análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls. 
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5.12 - Análise do perfil celular por citometria de fluxo (FACS)  

 

Após marcação com anticorpos específicos, foi possível avaliar o perfil de linfócitos 

T CD8+ recrutados e ativados no tecido cerebral de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/-, através 

da técnica de citometria de fluxo (Figura 24A). No tecido cerebral, houve um aumento 

significativo de células T CD8+ em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados (143,34 ± 

10,29 x 102 células/cérebro e 87,68 ± 8,85 x 102 células/cérebro; respectivamente) em 

relação ao grupo controle (5,39 ± 0,19 x 102 células/cérebro), com p<0,001 (Figura 24B). 

Entretanto, animais PAFR-/- infectados apresentaram um número reduzido dessas células, 

quando comparado com camundongos C57Bl/6 WT infectados, com p<0.01. 

A expressão de CD62L foi avaliada como indicador de ativação de células T CD8+, 

uma vez que uma menor expressão dessa molécula está associada com ativação celular. A 

intensidade de fluorescência média (MFI) de CD62L em linfócitos T CD8+ diminuiu em 

animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados (36,80 ± 0,44 MFI e 55,53 ± 5,24 MFI; 

respectivamente), em relação ao grupo controle (71,50 ± 3,05 MFI), com p<0.01 (Figura 

24C). Porém animais PAFR-/- infectados apresentaram uma expressão significativamente 

maior em relação a camundongos C57Bl/6 WT infectados, com p<0.01. Dessa forma, o 

sequestro e a ativação de linfócitos T CD8+ no tecido cerebral, em decorrência da infecção, 

ocorreu de forma reduzida em animais PAFR-/-. 
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Figura 24 - Recrutamento e ativação de linfócitos T CD8
+
 no tecido cerebral. 

Análise do perfil de linfócitos T CD8+ através da técnica de citometria de fluxo em animais 
controle e C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados com Plasmodium berghei ANKA, com um 
inóculo padronizado de 106 hemácias parasitadas pela via intraperitoneal. A: Dot plots 
representativos de células CD3+ CD8+ no tecido cerebral. B: Número absoluto de células T 
CD8+, com aumento significativo de linfócitos T CD8+ no cérebro de animais C57Bl/6 WT 
e PAFR-/- infectados em relação ao grupo controle, ***p<0,001. Camundongos PAFR-/- 

infectados apresentaram um número reduzido dessas células, quando comparado com 
camundongos C57Bl/6 WT infectados , ###p<0,001. C: Intensidade de fluorescência média 
(MFI) de CD62L em linfócitos T CD8+, como indicador de ativação celular nessa 
população. Animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados apresentaram diminuição de MFI de 
CD62L em linfócitos T CD8+, em relação ao grupo controle, ***p<0,001. Porém animais 
PAFR-/- infectados apresentaram uma expressão significativamente maior em relação a 
camundongos C57Bl/6 WT infectados, ##p<0,01. Os resultados foram expressos como 
média ± EPM e submetidos à análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-Keuls. 
MFI: Intensidade de fluorescência média. 
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A população de macrófagos (F4/80+ CD11b+) foi avaliada no tecido pulmonar de 

camundongos C57Bl/6 WT e PAFR-/- (Figura 25A). Animais C57Bl/6 WT infectados 

apresentaram um aumento significativo de macrófagos (75,67 ± 6,97 x 104 células/pulmão) 

em relação ao grupo controle (7,36 ± 3,76 x 104 células/pulmão), com p<0,001. De forma 

contrária, animais PAFR-/- infectados apresentaram valores de macrófagos (15,04 ± 3,76 x 

104 células/pulmão) semelhantes ao grupo controle (1,13 ± 0,47 x 104 células/pulmão). 

Adicionalmente, camundongos PAFR-/- infectados apresentaram um número 

significativamente menor de macrófagos no tecido pulmonar, quando comparado com 

animais selvagens infectados, com p<0,001.  

Em decorrência da infecção, houve um aumento de células T CD3+ no tecido 

pulmonar de animais infectados (7dpi), (C57Bl/6 WT PbA: 24,05 ± 3,39 x 105 

células/pulmão; e PAFR-/- PbA: 16,90 ± 2,94 x 105 células/ pulmão) em relação aos 

respectivos grupos controles (C57Bl/6 WT NI: 7,26 ± 1,96 x 105 células/pulmão e PAFR-/- 

NI: 4,42 ± 1,33 x 105 células/ pulmão), com p<0,05 (Figura 25B). A comparação entre os 

grupos infectados não revelou diferença significativa entre eles. Entretanto, a análise das 

populações CD4+ e CD8+ nos pulmões revelou um padrão diferente entre os grupos. A 

população de CD8+ no tecido pulmonar (Figura 25C) teve um aumento em decorrência da 

infecção, (C57Bl/6 WT PbA: 17,13 ± 2,10 x 105 células/pulmão; e PAFR-/- PbA: 11,23 ± 

2,14 x 105 células/ pulmão) em relação aos respectivos grupos controles (C57Bl/6 WT NI: 

4,32 ± 0,93 x 105 células/pulmão e PAFR-/- NI: 2,21 ± 0,47 x 105 células/ pulmão), com 

p<0,01 e p<0,05, respectivamente. Porém, PAFR-/- infectados apresentaram um número 

significativamente reduzido de linfócitos T CD8+, quando comparado com animais 

selvagens infectados (p<0,05). Os níveis de células T CD4+ nos pulmões não sofreu 

mudanças em decorrência da infecção (Figura 25D), com C57Bl/6 WT NI = 2,06 ± 0,59 x 

105 células/pulmão; PAFR-/- NI = 2,05 ± 0,47 x 105 células/ pulmão; C57Bl/6 WT PbA = 

3,05 ± 0,48 x 105 células/pulmão; e PAFR-/- PbA = 1,62 ± 0,19 x 105 células/ pulmão.  

De forma resumida, as populações de macrófagos e de células T CD8+ foram 

recrutadas para o tecido pulmonar em decorrência da infecção, como pode ser notado pelo 

aumento dessas populações após 7 dias de infecção nos grupos infectados em relação aos 

seus controles. 
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Figura 25 - Subpopulações de macrófagos e linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 no tecido 

pulmonar. 

Análise através da técnica de citometria de fluxo em animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- 
controle e infectados com Plasmodium berghei ANKA. A: Número absoluto de macrófagos 
por pulmão, com aumento significativo em animais WT infectados em relação ao controle, 
***p<0,001. A população de macrófagos permaneceu inalterada em camundongos PAFR-/- 
infectados, e significativamente menor quando comparado com animais WT infectados, 
###p<0,001. B: Aumento de células T CD3+ no tecido pulmonar de animais infectados, em 
relação aos respectivos grupos controles, *p<0,05. C: Aumento da população de CD8+ no 
tecido pulmonar em animais infectados em relação aos controles, **p<0,01 e *p<0,05. 
Porém, animais PAFR-/- infectados apresentaram um número menor de linfócitos T CD8+, 
quando comparado com animais WT infectados, #p<0,05. D: O número de células T CD4+ 
nos pulmões, sem alterações em decorrência da infecção. Os resultados foram expressos 
como média ± EPM e submetidos à análise one-way ANOVA com pós-teste Newman-
Keuls. E: Dot plots representativos de populações de linfócitos T CD4+ e CD8+ no tecido 
pulmonar de animais C57Bl/6 WT e PAFR-/-.  
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5.13 - Tratamento com antagonista de PAFR 

 

O tratamento com antagonistas de PAFR foi realizado para verificar se os efeitos 

deste fármaco eram semelhantes aos efeitos da deleção gênica desse receptor na malária. 

Sobrevida, parasitemia e variação de massa corporal foram os parâmetros avaliados nestes 

animais. O antagonista UK-74,505 foi administrado por via oral (10 mg/kg de peso) em 

animais C57Bl/6 WT infectados com PbA. O tratamento com este antagonista de PAFR, a 

partir do terceiro dpi, desencadeou um atraso na letalidade em decorrência da infecção pelo 

PbA (12 dias) quando comparados a animais que receberam veículo (sete dias), com p<0,05 

(Figura 26A). Não houve diferença na parasitemia enquanto os grupos coexistiram (Figura 

26B), porém animais PAFR-/- infectados, que sobreviveram a um período superior a 14 dias 

de infecção, desenvolveram hiperparasitismo, culminando com o óbito. Quanto à perda de 

peso, não houve diferença entre os grupos infectados (Figura 26C). Adicionalmente, o 

perfil da variação de massa corporal apresentou um perfil semelhante quando comparados 

com animais PAFR-/- infectados, inclusive com recuperação de massa. Resumidamente, 

esta estratégia terapêutica desencadeou um perfil de proteção semelhante ao encontrado em 

animais PAFR-/- infectados. 

 

 



 
 

 

103 

 

Figura 26 - Tratamento com antagonista de PAFR previne parcialmente o 

desenvolvimento da MCE.  

O antagonista de PAFR, UK-74,505, foi administrado oralmente em camundongos C57Bl/6 
WT infectados com Plasmodium berghei ANKA, com dose diária 10 mg/kg, a partir do 
terceiro dia de infecção. A: Os animais foram monitorados diariamente e o tratamento de 
animais C57Bl/6 WT desencadeou um atraso na letalidade (12 dias) quando comparados a 
animais que receberam veículo (sete dias), *p<0,05. B: Média das parasitemias diárias a 
partir do terceiro dia pós-infecção, sem diferença significativa entre as linhagens. C: 
Variação da massa corporal (%) ao longo da infecção, sem diferença enquanto os grupos 
coexistiram. Dados de parasitemia, e variação de massa corporal foram expressos como 
média ± EPM e avaliados através do teste Two-way ANOVA. Para análise estatística da 
sobrevida, foi utilizado o teste Log-rank qui-quadrado.  
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6. Discussão 

 
Nesse trabalho, foi analisado o papel do PAFR no curso da infecção por PbA, 

usando animais deficientes para PAFR e através do tratamento do antagonista seletivo de 

PAFR, UK74,505. Com base nos resultados significativos de proteção contra a infecção por 

PbA em animais PAFR-/- ou submetidos a tratamento com o antagonista UK-74,505, 

podemos sugerir que o bloqueio desse receptor é capaz de prevenir parcialmente o 

desenvolvimento da MCE.  

PAF é um mediador lipídico envolvido no recrutamento de leucócitos, 

permeabilidade vascular (CHAO & OLSON, 1993) e também tem sido capaz de induzir 

alterações na permeabilidade da BHE in vitro (FANG et al., 2011). Adicionalmente, a 

inflamação excessiva e a ativação de PAFR durante a infecção pelo vírus da dengue pode 

acarretar aumento da permeabilidade vascular, aumento dos níveis de citocinas, 

hemorragias e choque nessa condição (SOUZA et al., 2009). 

No presente estudo, a deleção gênica ou o antagonismo de PAFR foi capaz de 

prolongar a sobrevida de camundongos infectados com PbA. Diversos estudos consideram 

que 12 dias de infecção é o tempo máximo no qual o animal infectado poderá desenvolver a 

MCE. Dessa forma, animais PAFR-/- que sobreviveram após esse período são considerados 

protegidos da MCE. De forma geral, animais infectados desenvolveram uma redução da 

massa corporal ao longo da infecção. Entretanto, animais PAFR-/- protegidos da MCE, a 

partir do sétimo dpi, apresentaram flutuação de massa corporal, com recuperação parcial 

desta, que está relacionada com o aumento expressivo do número de leucócitos totais no 

sangue periférico. Posteriormente, os animais PAFR-/- desenvolvem uma segunda queda de 

massa corpórea, que coincide com o quadro de leucopenia, hiperparasitemia, seguida de 

óbito.  

Vale destacar que a ausência desse receptor não modificou o perfil da parasitemia 

periférica, sugerindo que PAFR não é relevante para o controle da replicação do parasito e 

não apresenta propriedade anti-malárica. De forma interessante, trabalhos recentes 

demonstram que a parasitemia no sangue periférico é indicador ruim da biomassa do 

parasito, uma vez que mensura somente parasitos circulantes e não é capaz de identificar a 

presença em tecidos periféricos, em decorrência do sequestro tecidual (AMANTE et al., 
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2007; AMANTE et al., 2010; BAPTISTA et al., 2010). Amante et al., 2010, em um estudo 

com PbA transgênico expressando luciferase, compararam a parasitemia no sangue 

periférico (em esfregaço sanguíneo) com a biomassa total do parasito (através de 

bioluminescência). Nesse trabalho, identificou-se um crescimento linear da parasitemia 

periférica em contraste com o crescimento exponencial da biomassa do parasito, indicando 

o acúmulo de parasitos na microvasculatura, que está fortemente associado com a indução 

da MCE (AMANTE et al., 2010; BAPTISTA et al., 2010).  

Em humanos, a MC manifesta-se principalmente por alterações do nível de 

consciência, episódios de crises epiléticas, diferentes sinais neurológicos focais, além de 

alterações cognitivas e comportamentais (NEWTON et al., 2000; IDRO et al., 2005). 

Adicionalmente, estudos têm demonstrado que a MC causa déficits neurológicos e 

comportamentais que persistem por longos períodos após a resolução da infecção e a 

eliminação do parasito com drogas anti-maláricas, especialmente em crianças (HOLDING & 

SNOW, 2001; BOIVIN, 2002; CARTER et al., 2005b; IDRO et al., 2005; JOHN et al., 2008).  

Animais que sucumbem a infecção com um quadro de MCE desenvolvem uma 

condição neurológica caracterizada por paralisia, ataxia, crise epiléptica e coma, resultando 

em uma alta taxa de mortalidade (HUNT et al., 2006). A caracterização de função cognitiva 

e motora em animais tem sido explorada através de uma gama de testes que exploram 

fenótipos comportamentais distintos, com diferentes aplicações experimentais (BROOKS & 

DUNNETT, 2009). A bateria SHIRPA constitui um paradigma dos estudos comportamentais 

em animais, em uma escala de observações quantitativas e semiquantitativas de reflexos e 

funções sensoriais básicas (ROGERS et al., 2001; LALONDE et al., 2005).  

Lackner et al. (2006) avaliaram alterações comportamentais através da bateria 

SHIRPA em animais C57Bl/6 WT infectados com PbA. Esse foi o primeiro trabalho a 

utilizar a bateria SHIRPA para o estudo das alterações comportamentais no curso da 

infecção. O trabalho revelou alterações comportamentais durante a evolução da doença, 

com prejuízo significativo em todas as categorias analisadas, 36 horas anteriormente ao 

óbito. O reflexo e função sensorial e estado neuropsiquiátrico foram os primeiros domínios 

afetados, enquanto função autonômica e tônus muscular e força foram afetados 

exclusivamente em animais com o quadro de MCE. O estudo também demonstrou um 

paralelo entre as alterações cognitivas e análises histopatológicas, com correlação negativa 
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entre escore de animais com o quadro de MCE e área de hemorragia. Em estudo posterior, 

Lackner et al. (2009) estudaram o efeito da droga acetato de glatiramer no modelo de MC, 

com camundongos C57Bl/6 WT infectados com PbA. O tratamento com o composto foi 

capaz de reduzir o desenvolvimento da MCE, porém não alterou o curso clínico da doença, 

com análise através da bateria SHIRPA. Adicionalmente, esse trabalho não demonstrou 

diferenças em área de hemorragia, através de análise histopatológica, e expressão de 

caspase-3 clivada no parênquima cerebral de animais tratados com acetato de glatiramer e 

animais tratados com veículo. Outro estudo com animais C57Bl/6 WT infectados com PbA, 

demonstrou que animais com baixo escore total da bateria SHIRPA (escore total <15) e 

com quadro de MCE apresentaram déficits auditivos significativos (SCHMUTZHARD et al., 

2010). O trabalho de Reis et al (2010) revelou que animais C57Bl/6 WT infectados com 

PbA e submetidos a bateria SHIRPA apresentaram prejuízo cognitivo no 6dpi nos domínios 

da função motora, função autonômica e reflexo e função sensorial. No sétimo dpi, houve 

também alterações no tônus muscular e força.  

A hipotermia é um achado comum em animais com quadro de MCE e a 

desregulação da temperatura corporal, abaixo de 300C, em estágios avançados da doença, 

tem sido utilizada como preditor seguro para o óbito dos animais (CURFS et al., 1989; 

AMALI et al., 1998; LACKNER et al., 2006). Entretanto, no presente trabalho, essa avaliação 

não foi realizada. De forma geral, os trabalhos demonstram prejuízos cognitivos em 

domínios específicos, com pequenas variações de resultados, que podem ser decorrentes de 

pequenas variações da metodologia empregada, mesmo utilizando um protocolo padrão. No 

presente trabalho, o perfil das alterações comportamentais nos animais C57Bl/6 WT e 

PAFR-/- não diferiu significativamente entre os grupos, enquanto eles coexistiram. Tal fato 

pode ser decorrente da sensibilidade do teste, uma vez que a bateria SHIRPA é uma 

excelente ferramenta para a obtenção inicial de fenótipos relativamente amplos. No entanto, 

não fornece informações suficientemente sensíveis para a discriminação em análises 

quantitativas específicas (BROOKS & DUNNETT, 2009).  

Desruisseaux et al. (2008) demonstraram que durante a infecção experimental por 

PbA, camundongos com MCE apresentavam alterações comportamentais evidentes, com 

prejuízo da memória visual. A disfunção cognitiva correlaciona-se com processos 

inflamatórios e hemorrágicos que, na ausência de tratamento, culmina em óbito. Um 
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trabalho posterior deste grupo demonstrou também comprometimento da atividade 

locomotora em animais C57Bl/6 WT infectados com PbA (DAI et al., 2010), que corrobora 

trabalhos anteriores (BALL et al., 2004). De forma complementar, o tratamento com 

cloroquina nesse modelo é capaz de erradicar os parasitos e prevenir o óbito. Entretanto, 

mesmo após tratamento, os animais podem apresentar alterações motoras e cognitivas 

persistentes (DAI et al., 2010; REIS et al., 2010). 

A obstrução vascular em decorrência do acúmulo de eritrócitos, plaquetas e 

leucócitos desempenha importante papel na patogênese da MC (BERENDT et al., 1994; VAN 

DER HEYDE et al., 2006). A obstrução vascular, hemorragia e dano endotelial são achados 

histopatológicos comuns no tecido cerebral de animais com o quadro de MCE (BELNOUE et 

al., 2003; TOGBE et al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2008; FAUCONNIER et al., 2011), comum 

no modelo de infecção por PbA em animais C57Bl/6 (HERMSEN et al., 1997; ENGWERDA et 

al., 2002). De forma interessante, estudos associam a obstrução vascular com diminuição 

do fluxo sanguíneo, hipóxia e hemorragia (CABRALES et al., 2010). A ressonância 

magnética é uma técnica não invasiva que permite a análise de alterações no fluxo vascular 

e tem sido empregada para estudos de MC. Dados obtidos de estudos que aplicaram a 

técnica no cérebro de animais infectados com PbA revelaram hemorragia, edema, obstrução 

vascular e isquemia focal (PENET et al., 2005; TOGBE et al., 2008; FAUCONNIER et al., 

2011). As perturbações no fluxo sanguíneo apresentam um paralelo com as lesões 

observadas através de análise histopatológica no tecido cerebral. 

Os dados presentes nesse estudo apresentam paralelo com dados da literatura 

envolvendo essa manifestação, como o infiltrado inflamatório intravascular e hemorragias 

mais intensas no cerebelo. Relativo ao acúmulo intravascular de leucócitos em animais 

infectados com PbA, é válido salientar que esse sequestro não é acompanhado de 

transmigração para o parênquima perivascular (HEARN et al., 2000), como ocorre na 

encefalomielite autoimune experimental (EAE) (GLABINSKI et al., 1995). Quanto a 

hemorragia, trabalhos têm demonstrado que este evento é mais comum no cerebelo e no 

bulbo olfatório (GRAU et al., 1987) e um quadro de hemorragia cerebelar intensa já foi 

descrito em um modelo de MCE em animais deficientes em IL-10 e infectados com 

Plasmodium chabaudi (SANNI et al., 2004). Animais protegidos da MCE apresentam 

formas sutis e até mesmo ausente dessas manifestações histopatológicas (NITCHEU et al., 
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2003; COBAN et al., 2007; TOGBE et al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2008; FAUCONNIER et al., 

2011). De forma geral, a proteção à MCE tem sido associada a ausência de alterações 

histopatológicas e dano a BHE (MIU et al., 2008). Entretanto, as alterações histopatológicas 

devem ser cuidadosamente avaliadas, uma vez que uma dada característica pode não ser 

suficiente para predizer o dano cerebral. Nitcheu et al. (2003), avaliando o tecido cerebral 

de animais C57Bl/6 WT com quadro de MCE e animais deficientes em perforina e 

resistentes à manifestação, encontraram similaridades em algumas características 

histopatológicas. Porém, lesões vasculares com apoptose de células endoteliais foram 

observadas apenas em animais selvagens com MCE. Em diversos estudos, o sequestro de 

leucócitos na microvasculatura tem sido considerado um fator que acarreta a obstrução 

vascular e a patogênese da MC. Mas, embora necessário, o fenômeno de citoaderência não 

é suficiente para induzir a patologia da MCE, envolvendo interações complexas de 

leucócitos com o endotélio (NITCHEU et al., 2003). 

A patologia induzida por PbA em animais C57Bl/6 WT não é limitada ao SNC e 

também envolve pulmão, resultando em inflamação pulmonar moderada (PIGUET et al., 

2001; LOVEGROVE et al., 2008; TOGBE et al., 2008). Entretanto, o edema pulmonar agudo é 

um evento raro em animais com MCE, e nunca extensivo ou grave suficientemente para 

constituir a causa da morte. Vale destacar que a patologia pulmonar associada a malária 

tem sido uma área negligenciada no estudo das complicações dessa doença. O 

desenvolvimento de novos modelos de patologia pulmonar associada a malária (dependente 

da combinação entre parasito e hospedeiro) pode ser útil para o estudo dos eventos e fatores 

que determinam o progresso do comprometimento pulmonar em diversas condições 

(EPIPHANIO et al., 2010; VAN DEN STEEN et al., 2010).  

Trabalhos anteriores descreveram o modelo com animais DBA/2 infectados com 

PbA como resistentes a MCE (DELAHAYE et al., 2006) ou com um quadro leve e transitório 

de MCE (NEILL & HUNT, 1992). Entretanto, o estudo patológico detalhado do cérebro e 

pulmão, realizado por Epiphanio et al. (2010) em animais DBA/2 indicou que a causa da 

morte foi falência respiratória. As principais alterações histopatológicas no pulmão em 

animais DBA/2 incluem perda significativa da integridade vascular, edema, hemorragia e 

infiltrado inflamatório alveolar (EPIPHANIO et al., 2010). Outro modelo, utilizando P. 

berghei K173, descreve animais C57Bl/6 com edema pulmonar associado a infiltrado 
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inflamatório intersticial, na ausência de sintomatologia cerebral (HEE et al., 2011). Isso 

demonstra que as síndromes podem ser distintas, uma vez que o cérebro é o órgão 

primariamente afetado na MCE, enquanto o pulmão é o órgão chave na patogênese em 

animais DBA/2 infectados com PbA (EPIPHANIO et al., 2010). 

O edema pulmonar tem sido correlacionado com a perda da integridade da barreira 

capilar alveolar (LUH & CHIANG, 2007), com alteração na permeabilidade vascular no 

tecido (EPIPHANIO et al., 2010). Além disso, trabalhos têm identificado o espessamento dos 

septos alveolares e congestão de vasos (HEE et al. 2011). No presente estudo, o perfil 

histopatológico em animais C57Bl/6 WT infectados foi caracterizado pela presença de 

edema intersticial e infiltrado inflamatório nos septos alveolares, compatível com 

pneumonite. Entretanto, nesse modelo não ocorre infiltrado inflamatório representativo no 

alvéolo, como demonstrado em estudo anterior (VAN DEN STEEN et al., 2010). Através de 

análise semi-quantitativa, animais PAFR-/- apresentam menor edema intersticial, menor 

espessamento de septos alveolares e redução do tamanho alveolar, quando comparado com 

animais selvagens. Dessa forma, a ausência de PAFR também desempenhou efeito na 

patologia pulmonar associada à malária. Adicionalmente, estudos revelam que PAF medeia 

a permeabilidade vascular no pulmão e está envolvido na indução de edema nesse órgão 

(UHLIG et al., 2005). Entretanto, é válido ressaltar que a doença pulmonar pode ser 

dissociada da MCE, como demonstrado por Fauconnier et al. (2011). 

Lesões histopatológicas são frequentemente descritas no fígado e no baço de 

modelos experimentais de malária utilizando roedores (SILVA et al., 2011). O dano hepático 

já foi demonstrado durante a MCE (FAVRE et al. 1999; TOGBE et al., 2007; LOVEGROVE et 

al., 2008) com hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer, contendo hemozoína, porém 

sem dano hepático proeminente. A infecção por PbA está associada com a deposição 

progressiva de hemozoína em células de Kupffer e acúmulo focal de células mononucleares 

(TOGBE et al., 2007). De forma complementar, Amante et al. (2010) demonstraram que o 

acúmulo de parasitos ocorre especialmente no fígado, um dos sítios de maior sequestro de 

parasitos. O recrutamento de células T CD8+ para o tecido cerebral durante os sintomas 

neurológicos da MCE é um evento amplamente descrito na literatura (YANEZ et al., 1996; 

HERMSEN et al., 1997; BELNOUE et al., 2002.). Entretanto, Haque et al. (2011) 

demonstraram o acúmulo de células CD8+ no fígado de animais C57Bl/6 WT infectados 
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com PbA, embora esse tipo celular não seja responsável pelo dano hepático. De forma 

geral, ocorre a deposição de pigmento malárico, sem dano hepático proeminente ou áreas 

de dano necrótico ou lesão granulomatosa. Tal fato ocorre, uma vez que as células CD8+ 

recrutadas no fígado permanecem confinadas no lúmen de vasos e não infiltram 

significativamente no parênquima hepático. De forma contrária, trabalhos demonstram que 

a cepa PbNK65 é capaz de induzir dano hepático intenso (YOSHIMOTO et al. 1998; ADACHI 

et al., 2001; ADACHI et al., 2004). Os dados obtidos no presente trabalho não distinguiram 

diferenças significativas nas lesões hepáticas entre animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- 

infectados. 

O baço é precocemente acometido pela doença, com descrição de congestão e 

macrófagos contendo hemozoína (ANDRADE JÚNIOR et al., 1991; SILVA et al., 2011). Além 

disso, a hiperplasia da polpa branca é associada com a redução de áreas da bainha linfóide 

periarteriolar (PALS) e aumento de áreas foliculares e centros germinativos em modelos de 

malária (ACHTMAN et al., 2003; HELMBY et al., 2000). Adicionalmente, a hematopoiese 

pode acarretar o aumento no baço de animais infectados, como demonstrado por Villeval et 

al. (1990) utilizando P. chabaudi adami. A hiperplasia de células, a retenção de eritrócitos 

parasitados e de pigmento malárico neste órgão podem explicar aumento do volume do 

baço. Mudanças na arquitetura esplênica são menos intensas em animais resistentes à 

infecção (STEVENSON & KRAAL, 1989), uma vez que resposta imune excessiva contribui 

para mudanças na estrutura do órgão. Entretanto, a intensidade das alterações foi 

semelhante nos animais C57Bl/6 WT e PAFR-/-, no tempo representado. A coloração Azul 

da Prússia revela o aumento da marcação para pigmento malárico na polpa vermelha de 

animais infectados, com macrófagos apresentando intensa atividade fagocitária. Entretanto, 

a identificação do pigmento malárico por Azul da Prússia é similar a coloração H&E, como 

demonstrado por Silva et al. (2011). 

A microscopia intravital é uma ferramenta útil para o estudo in vivo do tráfego de 

leucócitos, através do paradigma dos eventos de recrutamento. Em tecidos translúcidos, a 

microscopia permite a avaliação dos eventos de migração. A investigação do recrutamento 

de leucócitos por microscopia intravital em órgãos não translúcidos, como o tecido 

cerebral, é viável com a utilização da epifluorescência, que permite a visualização dos 

processos de rolamento e adesão (LEY, 2001). Com essa metodologia, leucócitos podem ser 
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marcados com corantes, como a rodamina (BAATZ et al., 1995) ou através de anticorpos 

conjugados a fluorocromos (MCDONALD et al., 2008; CABRALES et al., 2010). Uma 

limitação da técnica empregando rodamina é a incapacidade de distinguir as populações de 

leucócitos (VILLRINGER et al., 1991). Entretanto, o estudo da população de linfócitos T 

CD8+ sequestrados no tecido cerebral foi avaliado através de técnica de citometria de fluxo.  

Através de análise histopatológica, nota-se um padrão de sequestro intravascular de 

leucócitos mais extenso em animais C57Bl/6 WT em relação aos animais da linhagem 

PAFR-/-. Os eventos de rolamento e adesão foram avaliados através de microscopia 

intravital na microvasculatura cerebral de animais selvagens e PAFR-/- infectados. 

Surpreendentemente, camundongos PAFR-/- infectados apresentaram níveis similares de 

rolamento e adesão de leucócitos quando comparados a animais WT. Essa observação 

aparentemente discrepante, tráfego de leucócitos similar na microscopia intravital e uma 

intensidade distinta de infiltrado inflamatório pela análise histopatológica, pode ser 

explicada, pelo menos em parte, pelo conceito que os sinais que guiam leucócitos através 

da BHE podem diferir quando consideramos a meninge em contraste com vasos do 

parênquima cerebral (ENGELHARDT, 2008). Nesse sentido, Rodrigues et al. (2011) 

demonstraram que a ausência de PAFR foi capaz de atenuar o modelo experimental de 

esclerose múltipla, a encefalomielite autoimune experimental (EAE). Entretanto, a doença 

moderada em animais PAFR-/- era independente dos eventos de rolamento e adesão de 

leucócitos na microvasculatura cerebral, avaliada por microscopia intravital.  

O rolamento e adesão de leucócitos são passos do recrutamento celular que 

dependem da expressão de uma série de moléculas de adesão e são influenciados pela 

presença de quimiocinas no tecido (SCHENKEL et al., 2004). O aumento de moléculas de 

adesão, como ICAM-1 e VCAM, tem sido relacionado com a MC humana e ao modelo 

experimental, devido seu papel na adesão de eritrócitos infectados e células T em células 

endoteliais (CHAKRAVORTY & CRAIG, 2005; TRIPATHI et al., 2006; TRIPATHI et al., 2007; 

HERBAS et al., 2010). A ativação endotelial durante a malária também é capaz de acarretar 

o aumento da expressão de moléculas de adesão, como ICAM-1 e VCAM (MOXON et al., 

2009). No presente trabalho, a infecção por PbA acarretou o aumento da expressão de 

ICAM-1 no tecido cerebral, entretanto, a ausência de PAFR não foi capaz de prevenir a 
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expressão dessas moléculas. Dados similares foram encontrados em trabalhos comparativos 

entre animais com MCE e resistentes (MIU et al., 2008; AMANTE et al., 2007). 

Nesse contexto, as quimiocinas são mediadores críticos da migração celular que se 

ligam a receptores acoplados a proteína G (ALLEN et al., 2007). IP-10/CXCL10 e 

MIG/CXCL9 são as quimiocinas induzidas precocemente no tecido cerebral de animais 

C57Bl/6 infectados com PbA, bem como RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2 e MIP-1α/CCL3 

(CAMPANELLA et al., 2008). Adicionalmente, esse trabalho demonstrou que CXCR3 é 

requerido para o recrutamento inicial de células T CD8+ para o tecido cerebral e 

desenvolvimento da MCE nesses animais, enquanto animais deficientes em IP-10/CXCL10 

ou MIG/CXCL9 foram parcialmente protegidos da MCE. Vale ressaltar que diversos outros 

trabalhos demonstraram o papel de CXCR3 no desenvolvimento da MCE (HANSEN et al., 

2007; VAN DEN STEEN et al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2008; MIU et al., 2008). Entretanto, 

nossos resultados não mostraram diferenças entre animais selvagens e camundongos PAFR-

/-, para a maioria das quimiocinas avaliadas no tecido cerebral. Entretanto, a quimiocina 

MCP-1/CCL2 apresentou níveis significativamente menores em animais deficientes em 

PAFR. É válido salientar que esta quimiocina tem sido associada com alterações da 

expressão de proteínas envolvidas na composição da BHE e aumento da permeabilidade 

vascular (TURNER et al., 1994; SONG & PACHTER, 2004). 

A citocina IL-10 desempenha papel imunoregulatório em modelos de infecção, 

como demonstrado por Ho et al. (1995), que mostrou que IL-10 é capaz de anular a 

produção de TNF-α induzida por antígenos de P. falciparum em ensaio in vitro. Ainda, 

trabalhos relatam que IL-10 é capaz de reduzir patogenia associada ao modelo de MCE 

com PbA (KOSSODO et al., 1997) ou Plasmodium chabaudi (LI et al., 1999; SANNI et al., 

2004). Entretanto, no presente trabalho a detecção dessa citocina foi superior em animais 

susceptíveis à MCE, quando comparado com animais PAFR-/-. Esse resultado foi 

encontrado na avaliação sistêmica através de ELISA e no tecido cerebral através de ELISA 

e qPCR.  

Os resultados séricos para IP-10/CXCL10 apresentam níveis maiores em animais 

C57Bl/6 WT infectados quando comparado com animais PAFR-/-. Trabalho realizado em 

crianças do Gana, que morreram de MC, inferiu que níveis séricos de IP-10/CXCL10 

representam um biomarcador associado com mortalidade (ARMAH et al., 2007). A MCE é 
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caracterizada pela inflamação cerebral, sequestro intravascular de leucócitos e aumento de 

citocinas/quimiocinas circulantes (HUNT & GRAU, 2003). Desta forma, o fenótipo 

inflamatório em animais susceptíveis a MCE é localizado no tecido cerebral, mas também 

sistêmico, no plasma.  

Citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1β, IL-6, TNF-α e LT-α desempenham 

um papel fundamental na patogenia da MC (LOU et al., 1997; GIMENEZ et al., 2003; 

PRAKASH et al., 2006; WASSMER et al., 2006). O aumento dos níveis séricos de TNF-α 

durante a MCE é reconhecido há longo tempo (GRAU et al., 1987). Além disso, o 

sinergismo entre IFN-γ e TNF-α circulantes atua na deterioração da BHE, particularmente 

ativando células endoteliais (POBER & COTRAN, 1991; GLOOR et al., 2001). O trabalho de 

Belnoue et al. (2003) descreveu o aumento da concentração sérica de IFN-γ e TNF-α em 

animais com MCE, enquanto animais protegidos dessa manifestação apresentaram baixos 

níveis de IL-10. Amante et al. (2010) demonstraram que a indução da MCE está fortemente 

associada com a produção de IFN-γ e linfotoxina-α, enquanto TNF-α e IL-10 limita esse 

processo. Com exceção do dado de IL-10, os resultados apresentam similaridades com os 

resultados séricos de IFN-γ e TNF-α na presente tese. Em paralelo, altos níveis sistêmicos 

de citocinas podem contribuir para o dano tecidual e choque, como ocorre na sepse (BONE 

et al., 1997). O bloqueio de PAFR foi capaz de atenuar a inflamação sistêmica em modelo 

de sepse, com diminuição dos níveis séricos de IL-10, IL-6 e TNF-α (MORENO et al., 2006), 

um resultado bastante similar aos dados apresentados no presente trabalho. 

A infecção por PbA em camundongos DBA/2 revelou que altos níveis circulantes 

de VEGF estão associados com o desenvolvimento da patologia pulmonar (EPIPHANIO et 

al., 2010). O presente trabalho demonstra uma maior concentração sérica dessa citocina em 

animais C57Bl/6 WT infectados com PbA e menores valores em animais PAFR-/-. Vale 

ressaltar, que PAF pode induzir a expressão de VEGF (KO et al., 2002; KIM et al., 2011). Já 

o papel de IL-6 tem sido amplamente associado a processos de ativação da coagulação 

(VAN DEVENTER et al., 1990; VAN DER POLLET et al., 1994; BOERMEESTER et al., 1995), 

perda da integridade vascular e exposição de fator tecidual (VAN DER POLL et al., 1994; 

LEVI et al., 1997) e indicador de gravidade durante a sepse (MARTIN et al., 1994). No 

presente trabalho, foi observado um aumento significativo nos níveis séricos de IL-6 em 
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animais C57Bl/6 WT, entretanto, não foi encontrada diferença significativa entre os grupos 

infectados. 

No pulmão houve uma redução dos níveis de CCL5 e IFN-γ de animais PAFR-/- 

infectados, que pode explicar a menor patologia e o menor recrutamento de leucócitos 

recrutados para esse sítio. No  baço, a expressão de quimiocinas não foi tão intensa, 

enquanto a citocina pró-inflamatória (IL-12) e a regulatória (IL-10) foram estimuladas em 

animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados. De forma interessante, de Souza et al. (1997) 

demonstraram a cinética de produção de IFN-γ no baço, com pico de produção maior em 

linhagens de camundongos resistentes.  

  Através de qPCR, a expressão de mRNA de IL-1β e IL-10 foi significativamente 

maior no tecido cerebral de animais selvagens infectados, em contraste com níveis 

inalterados em animais PAFR-/-. Células endoteliais do tecido cerebral expressam IL-1R 

funcionais que podem ser um sítio importante no qual IL-1β pode exercer diversos efeitos, 

como a indução de ICAM-1 e dano à BHE, através do comprometimento de proteínas das 

junções intercelulares (SONG & PACHTER, 2004). Além disso, IL-1β induz a expressão de 

quimiocinas do tipo CXC, que podem contribuir para a passagem de leucócitos da 

circulação para o parênquima cerebral (ALLAN et al., 2005). Paralelamente, plaquetas 

podem induzir a secreção de IL-1 β (HAWRYLOWICZ et al., 1991; ZIMMERMAN & WEYRICH, 

2008), que pode ativar leucócitos e células endoteliais (GRAWAZ et al., 2005; COMBES et 

al., 2006). 

O papel da IL-10 tem sido relatado como protetor durante a malária murina. Em 

uma linhagem de camundongo susceptível a MCE, a administração de IL-10 foi capaz de 

conferir um grau de proteção contra a MCE, induzida por PbA (KOSSODO et al., 1997). 

Embora a IL-10 possa ser crítica na modulação da MCE, os altos níveis encontrados no 

cérebro de animais selvagens podem contrabalancear com a alta expressão de IL-1β nesses 

animais. Entretanto, esta explicação é meramente especulativa. 

Em 1916, Dudgeon e Clarke, analisando o cérebro de pacientes fatais de MC, 

sugeriram que um estado de coagulação contribui para a doença (MOXON et al., 2009). Nos 

últimos anos, a interação entre o sistema de coagulação e a resposta inflamatória, tem sido 

amplamente estudada. A interdependência da interação entre coagulação e inflamação cria 

um potente ciclo vicioso, no qual cada processo propaga e intensifica o outro (ESMON et al., 
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1999; YOSHIDA & GRANGER, 2009), e dá-se em sua forma mais complexa de manifestação 

pela coagulação intravascular disseminada (CIVD) (TEN CATE, 2003). Além disso, a 

relação bidirecional entre coagulação e inflamação parece desempenhar um papel 

importante na patogênese da malária (FRANCISCHETTI et al., 2008) através do aumento da 

expressão de moléculas de adesão e ativação endotelial com a exposição do fator de von 

Willebrand e do fator tecidual (MOXON et al., 2009). Em resposta à lesão vascular, 

plaquetas circulantes interagem com elementos da matriz subendotelial e desencadeiam 

uma cascata de eventos, com intuito de reparar a lesão e prevenir hemorragias (DELVAEYE 

& CONWAY, 2009; LOWENBERG et al., 2010; MAJEK et al., 2010).  

O fator de von Willebrand (FvW) é uma glicoproteína multimérica, sintetizada e 

estocada nos corpos de Weibel-Palade de células endoteliais e megacariócitos/plaquetas (α-

grânulos) (SRIVASTAVA et al., 2008; LOWENBERG et al., 2010). Os multímeros do FvW não 

são encontrados normalmente no plasma, sendo sua liberação limitada aos locais de lesão 

endotelial (LENTING et al., 2010). A infecção por PbA é capaz de desencadear uma 

inflamação vascular, com hemorragia e trombo vascular expressando FvW (SRIVASTAVA et 

al., 2008). Animais deficientes em fator plaquetário 4 (PF4/CXCL4), maior constituinte de 

grânulos de plaquetas (LAMBERT et al., 2007; SACHAIS et al., 2004), apresentaram proteção 

para a MCE, com menor inflamação vascular e hemorragia, manutenção da integridade da 

BHE e menor infiltrado de células CD4 e CD8 (SRIVASTAVA et al., 2008). Adicionalmente, 

o início do processo de coagulação é dependente da expressão de fator tecidual (OWENS & 

MACKMAN, 2010), uma glicoproteína que na vigência de lesão endotelial é exposta 

(FRANCO et al., 2000; VAN DEVENTER et al., 1990). Dessa forma, o fator tecidual apresenta 

um papel central na iniciação da interação inflamação-coagulação (MARSHALL, 2001; 

SLOFSTRA et al., 2003; OPAL & ESMON, 2003). De forma interessante, Anthoni et al. (2007) 

demonstraram que o bloqueio deste fator foi capaz de abolir o processo inflamatório e o 

dano tecidual em modelo de colite, induzido por dextran sulfato de sódio (DSS). Nos 

últimos anos, a expressão de fator tecidual em células endoteliais vem sendo um alvo 

interessante no estudo do desenvolvimento de alterações na malária (FRANCISCHETTI et al., 

2007). Trabalhos demonstram um aumento da expressão do fator tecidual em células 

endoteliais de pacientes que evoluíram a óbito após quadro de MC (FRANCISCHETTI et al., 

2007; FRANCISCHETTI et al., 2008). 
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Dessa forma, a expressão de fator de Von Willebrand e fator tecidual foi avaliada no 

tecido cerebral através de qPCR. Entretanto, não foi possível identificar um aumento 

significativo na expressão desses constituintes em animais infectados. Porém é válido 

ressaltar que a expressão do mRNA não está diretamente associada com exposição vascular 

e leucocitária do fator de von Willebrand e o fator tecidual, processo desencadeado pela 

infecção. 

Devido ao perfil da expressão de citocinas e quimiocinas no tecido cerebral de 

animais C57Bl/6 WT e PAFR-/- infectados, a fosforilação de ERK1/2 foi analisada através 

de Western Blot, como um indicador na transdução de sinais durante o curso da infecção. 

Anand et al. (2011) descreveram a ativação da quinase JNK no tecido cerebral de animais 

C57Bl/6 WT infectados com PbA, com envolvimento em morte neuronal. Um trabalho 

anterior, descreveu a ativação de ERK1/2 em macrófagos após estímulo com 

glicosilfosfatilinositol (GPI) de P. falciparum (ZHU et al., 2005). Estudos relacionam a 

ativação de ERK1/2, através de indução por LPS, com a produção de TNF-α e de outros 

mediadores inflamatórios (DUMITRU et al., 2000; PEARSON et al., 2001). A maior expressão 

de ERK1/2 fosforilado no tecido cerebral de animais PAFR-/- infectados corrobora os dados 

de ELISA, com maior concentração de TNF-α no tecido cerebral desses animais. Porém, a 

liberação local e exacerbada de TNF-α é responsável pelo dano celular no ambiente 

cerebral, com apoptose endotelial, alterações na permeabilidade vascular, edema e 

hemorragias, eventos que caracterizam a patologia da MC (WASSMER et al., 2006). 

Entretanto, como discutido a seguir, os resultados de caspase-3 e permeabilidade vascular 

sugerem uma proteção do endotélio vascular de animais PAFR-/- infectados.  

Adicionalmente, a ativação de caspase-3 correlaciona-se com a gravidade clínica da 

MCE, especialmente em células endoteliais, mesmo em estágios precoces da doença, 

quando os sinais clínicos apresentam-se moderados (LACKNER et al., 2007). Ademais, 

células endoteliais imunoreativas para caspase-3 clivada são encontradas em vasos com 

extensivo sequestro de leucócitos (POTTER et al., 2006). O dano vascular tem sido 

associado a eventos apoptóticos e parece ser dependente de caspases, uma vez que o 

tratamento com inibidor de caspases (zVAD-fmk) foi capaz de reduzir a apoptose a níveis 

basais (WASSMER et al., 2006). Adicionalmente, através de análise histopatológica, áreas de 

apoptose vascular têm sido associadas a áreas de hemorragias (COMBES et al., 2006). 
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No presente trabalho, animais C57Bl/6 WT apresentaram aumento da expressão de 

caspase-3 clivada no tecido cerebral ao longo da infecção. De forma interessante, houve 

uma menor expressão de caspase-3 clivada no tecido cerebral de camundongos PAFR-/-

infectados. De acordo com dados de Lackner et al. (2007), podemos especular que esta 

menor expressão de caspase-3 no tecido cerebral de animais PAFR-/- pode estar associada 

com menor quantidade de apoptose em células endoteliais. A marcação de caspase-3 

clivada, através de imunohistoquímica, auxiliou na compreensão e afirmação desse 

processo, com uma intensidade maior em células endoteliais associadas com leucócitos 

sequestrados, em animais C57Bl/6 WT infectados.  

Chang et al. (2001) demonstraram que linfócitos CD8+ medeiam alterações em 

células endoteliais, com modificações na permeabilidade vascular do cérebro e pulmão 

durante a infecção por PbA. Tal fato pode ser consequência de perturbações patológicas 

desencadeadas por mecanismos citotóxicos, que envolvem a participação de proteínas 

formadoras de poros (perforinas) e indutoras de apoptose (granzimas) (LIEBERMAN, 2003). 

De forma complementar, a obstrução de vasos e lesões do endotélio podem acarretar o 

aumento da permeabilidade vascular, que desencadeia o aumento do extravasamento de 

proteínas. Evidências apontam que a intensa resposta imune desencadeada pela infecção, 

associada a altos níveis de citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores liberados, como 

PAF, estão envolvidos nesse processo (SRICHAIKUL & NIMMANNITYA, 2000). 

Historicamente, Migasena e Maegraith (1968) demonstraram o movimento de albumina 

através da BHE em estudo com Macaca mulatta infectados com P. knowlesi. Em 1972, 

Maegraith e Fletcher (1972) demonstraram um aumento excessivo de água e proteínas no 

tecido cerebral de camundongos infectados com P. berghei, criando a hipótese da 

permeabilidade (POLDER et al. 1992), que sugere que o dano a BHE pode causar edema 

cerebral e disfunção neurológica. Atualmente, modelos murinos de MC têm sido 

extensivamente estudados para avaliação da função da BHE durante a malária, através da 

técnica de azul de Evans, albumina marcada ou detecção do extravasamento de 

fibrinogênio através de IHQ (THUMWOOD et al. 1988;  MIU et al., 2008; HEE et al. 2011). 

Uma característica da MCE é a deterioração progressiva da BHE, geralmente 

associadas com hemorragias perivasculares e acúmulo intravascular de leucócitos e 

eritrócitos (POLDER et al. 1992; DIETRICH 2002; SIBSON et al. 2002; GIMENEZ et al. 2003). 
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Em decorrência da infecção por PbA, a BHE é comprometida e esse fator tem sido 

considerado como o evento principal na patogênese da MCE (PIGUET et al., 2000; 

WASSMER et al., 2006; HUNT et al., 2006). O dano à BHE tem sido demonstrado pelo 

acúmulo de Azul de Evans no parênquima cerebral de animais C57Bl/6 WT infectados com 

PbA. Entretanto, linhagens resistentes apresentam um extravasamento limitado, sugestivo 

de BHE íntegra (TOGBE et al., 2008; EPIPHANIO et al., 2010; FAUCONNIER et al., 2011). De 

forma similar, o presente estudo verificou o aumento da permeabilidade vascular cerebral 

em animais C57Bl/6 WT após infecção por PbA, através da quantificação do corante Azul 

de Evans extravasado para o parênquima cerebral. De forma contrária, animais PAFR-/- 

infectados apresentaram níveis menores do corante no parênquima cerebral, sugerindo a 

integridade vascular da BHE nesses animais.  

No pulmão, diversos estudos descrevem infiltrado alveolar significativo, dano ao 

epitélio alveolar, seguido de edema pulmonar (EPIPHANIO et al., 2010; VAN DEN STEEN et 

al., 2010). De forma semelhante, o edema pulmonar tem sido correlacionado com danos 

envolvendo a membrana alveolar (LUH & CHIANG, 2007), com alteração na permeabilidade 

vascular no tecido, como demonstrado por Epiphanio et al. (2010), através da técnica com 

Azul de Evans, em animais DBA/2. Adicionalmente, o trabalho anterior do modelo 

apresentou alterações na permeabilidade vascular nesses animais (NEILL & HUNT, 1992). A 

detecção do extravasamento de fibrinogênio através de IHQ também tem sido utilizada 

como um indicador de aumento da permeabilidade vascular (HEE et al. 2011). No presente 

trabalho, através da técnica de azul de Evans, o dano endotelial no parênquima pulmonar 

foi avaliado. O pulmão de animais selvagens apresentou uma alta permeabilidade para esse 

corante enquanto animais deficientes para PAFR apresentaram níveis menores, sugerindo a 

integridade vascular nestes animais. 

Células T CD4+ e CD8+ têm sido implicadas no desenvolvimento da MCE (GRAU et 

al., 1986; YANEZ et al., 1996; HERMSEN et al., 1997; NITCHEU et al., 2003; MIU et al., 

2008; CLASER et al., 2011), embora exerçam funções distintas. Células T CD4+ 

desempenham um papel chave na iniciação da patogênese da MCE (GRAU et al., 1986; 

SENALDI et al., 1994; YANEZ et al., 1996; YANEZ et al., 1999; BOUBOU et al., 1999; CHEN 

et al., 2000). Já o recrutamento de células T CD8+ para o cérebro ocorre tardiamente, horas 

antes de os animais começarem a apresentar os sinais neurológicos da MCE (BELNOUE et 
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al., 2002; RÉNIA et al., 2006; LUNDIE et al., 2008; MIYAKODA et al., 2008; BAPTISTA et al., 

2010). Belnoue et al. (2002) demonstraram que o sequestro de leucócitos associa-se com o 

desenvolvimento da MCE, e é essencial para sintomas neurológicos e óbito. O sequestro de 

linfócitos T CD8+ no cérebro é um evento essencial para a patogênese em animais 

susceptíveis ao PbA, como C57Bl/6 (RÉNIA et al., 2006).  

Através de estudos comparativos entre modelos murinos de MCE e modelos 

resistentes a essa manifestação, foi possível estabelecer a correlação entre o número de 

células T CD8+ sequestradas no cérebro e o desenvolvimento da patologia (YANEZ et al., 

1996; BOUBOU et al., 1999; CHANG et al., 2001; BELNOUE et al., 2002; NITCHEU et al., 

2003; BAGOT et al., 2004; RÉNIA et al., 2006; AMANTE et al., 2007; MIU et al., 2008; 

BAPTISTA et al., 2010). Baptista et al., (2010), investigando a importância da presença de 

parasitos no tecido cerebral, demonstrou que animais BALB/c, resistentes a MCE, não 

sequestram células T CD8+ no tecido cerebral e também não acumulam eritrócitos 

parasitados. A ausência de células T CD8+ recrutadas nessa linhagem está associada com a 

baixa expressão de CXCR3 em células T esplênicas nessa linhagem de camundongos (VAN 

DEN STEEN et al., 2008). Miu et al. (2008) verificaram um aumento no número de células T 

CD8+ no cérebro de animais CXCR3-/- comparado com o controle, entretanto o número 

absoluto dessas células foi significativamente menor que animais C57Bl/6 infectados. A 

depleção de células T regulatórias foi capaz de conferir resistência a animais C57Bl/6 

infectados com PbA (AMANTE et al., 2007). A análise do sequestro de leucócitos no tecido 

cerebral, através de citometria de fluxo, demonstrou um valor similar no número total de 

leucócitos. Dessa forma, a inflamação cerebral não foi abolida pela depleção de células T 

regulatórias, mas o tipo celular recrutado foi seletivamente alterado, com redução no 

número absoluto de linfócitos T CD8+.  

Adicionalmente, a depleção de linfócitos T CD8+ é capaz de prevenir 

completamente os sinais neurológicos da MCE e mortalidade associada a essa manifestação 

(CHANG et al., 2001; BELNOUE et al., 2002; NITCHEU et al., 2003). Animais deficientes em 

PKC-θ, uma proteína envolvida na ativação de linfócitos T, apresentaram resistência à 

MCE, com menor patologia cerebral e recrutamento e ativação de linfócitos T CD8+ 

(FAUCONNIER et al., 2011). Células CD8+ acarretam mudanças na permeabilidade vascular, 

edema, destruição da BHE e posterior hemorragia (CHANG et al., 2001; BELNOUE et al., 



 
 

 

120 

2002), embora o mecanismo pelo qual células CD8+ medeiam a patologia cerebral é ainda 

pouco conhecido. Entretanto, tem sido sugerido que a via de citólise endotelial mediada por 

células T CD8+ é um processo dependente de perforina (NITCHEU et al., 2003; POTTER et 

al., 1999; POTTER et al., 2006; WASSMER et al., 2006; SUIDAN et al., 2008). Uma vez 

iniciado, o processo é dificilmente revertido, em um evento dependente do nível de 

ativação de células endoteliais e do recrutamento e ativação de células CD8+ (BELNOUE et 

al., 2002).  

Ao contrário de animais C57Bl/6, camundongos deficientes em perforina são 

totalmente resistentes à patogênese da MCE, com ausência de lesões cerebrais (NITCHEU et 

al., 2003). Entretanto, o acúmulo de linfócitos T CD8+ também foi observado em 

camundongos deficientes em perforina e totalmente resistentes à patogênese da MCE. 

Dessa forma, o número absoluto de células T CD8+ sequestradas não é, necessariamente, 

um indicativo da indução da doença, enquanto o nível de ativação e a expressão de 

perforina por linfócitos T CD8+ sim. A transferência adotiva de linfócitos T CD8+ 

citotóxicos provenientes de animais C57Bl/6 infectados para camundongos perforina-/- foi 

capaz de induzir o quadro de MCE. O recrutamento pode envolver a interação de 

quimiocinas e receptores de quimiocinas, uma vez que a susceptibilidade a MCE foi 

atrasada em animais CCR5-/- (NITCHEU et al., 2003). Dessa forma, os resultados 

demonstram que a via citotóxica dependente de perforina, mas independente de Fas/FasL, 

está envolvida na patogênese da MCE. Uma vez que a via de perforina e granzimas e a 

ativação de Fas/FasL são dois mecanismos distintos de morte celular (KAGI et al., 1994; 

LOWIN et al., 1994). Entretanto, outros trabalhos sugerem que a mutação em genes Fas ou 

Fas ligante foi capaz de alterar a susceptibilidade a MCE (POTTER et al., 1999; OHNO et al., 

2005).  

CCR5 tem sido apontado com um receptor importante na regulação da resposta 

neuroimunoinflamatória (GLASS et al., 2001). De forma interessante, Belnoue et al. (2003) 

demonstraram que no modelo de MCE, ocorre um aumento do sequestro de células CCR5+, 

especialmente células CD8+ no tecido cerebral, enquanto a deficiência de CCR5 acarreta o 

tráfego deficiente de linfócitos CD8+ para o tecido cerebral. Adicionalmente, foi 

amplamente demonstrado que animais deficientes em CXCR3 são protegidos contra a 

MCE, com o recrutamento reduzido de linfócitos T CD8+ no tecido cerebral (CAMPANELLA 
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et al., 2008). Coban et al. (2007) demonstraram que animais MyD88-/- eram resistentes à 

MCE, apresentando alterações histopatológicas sutis no tecido cerebral. A expressão de 

granzima B foi significativamente inferior no tecido cerebral desses animais quando 

comparado com animais com o quadro de MCE. De forma complementar, Togbe et al. 

(2008) demonstrou uma redução significativa de células T CD8+ sequestradas no cérebro de 

animais LTbR-/-, com diminuição de recrutamento e ativação de células CD8+, com redução 

na expressão de perforina, ICAM-1 e CD69.  

Uma vez que o recrutamento de células T CD8+ para o cérebro ocorre tardiamente, 

horas antes de os animais começarem a apresentar os sinais neurológicos da MCE, a 

investigação do perfil dessas células no tecido cerebral foi realizada no sétimo dia de 

infecção, quando animais C57Bl/6 WT apresentavam sinais neurológicos evidentes, como 

ataxia e coma. A análise das células sequestradas no tecido cerebral demonstra claramente 

uma significativa redução em células T CD8+ em animais PAFR-/-. O receptor de 

alojamento linfocitário CD62L (L-selectina) é altamente expresso em células T não 

ativadas e expresso em níveis menores após ativação dessas células (BUTCHER & PICKER, 

1996). Os resultados do trabalho de Nitcheu et al. (2003) revelam a ativação de linfócitos T 

recrutados no tecido cerebral, através da expressão de CD62L. A média de intensidade de 

fluorescência (MFI) de CD62L em células T CD8+ foi significativamente menor em 

animais infectados em relação ao grupo controle, enquanto a expressão em animais PAFR-/- 

foi superior quando comparado com o grupo selvagem infectado. Dessa forma, o 

recrutamento e a ativação de células T CD8+ no tecido cerebral foram significativamente 

menores em animais PAFR-/-, sugerindo que a ausência de PAFR prejudica o recrutamento 

dessas células para o SNC. Adicionalmente, a apoptose de células endoteliais mediada por 

caspase-3, os efeitos de células T CD8+ e a sinalização de PAF/PAFR podem ser 

responsáveis pelo dano da BHE e hemorragias no tecido cerebral de animais infectados 

com PbA. 

De forma interessante, estudos recentes têm demonstrado que células T CD4 e CD8 

promovem o acúmulo do parasito em órgãos vitais, incluindo o cérebro (AMANTE et al., 

2010). Um novo estudo revelou que células T CD8+ são responsáveis pelo acúmulo de 

eritrócitos infectados no modelo de MCE por PbA, em um processo dependente de IFN-γ 

(CLASER et al., 2011). Células T CD4 e CD8 apresentam papel central na MCE, mas 
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também no dano vascular pulmonar induzido por PbA, sendo a depleção desse tipo celular 

capaz de prevenir completamente sinais neurológicos da MCE e reduzir sintomas 

pulmonares (CHANG et al., 2001).  

De acordo com a combinação parasito-hospedeiro, estudos demonstram infiltrado 

leucocitário moderado ou grave no pulmão, com identificação específica de tipos celulares 

recrutados através da análise por citometria de fluxo em infiltrado leucocitário presente no 

BAL ou no parênquima pulmonar (CHANG et al., 2001; HEE et al. 2011). Em consequência 

da infecção Plasmodium berghei K173, animais C57Bl/6 WT acumularam 

progressivamente neutrófilos e linfócitos T CD4+ e CD8+, com destaque para este último 

tipo celular no espaço intersticial (HEE et al. 2011). As principais alterações 

histopatológicas no pulmão em animais DBA/2 incluem infiltrado inflamatório alveolar, 

composto especialmente de neutrófilos e macrófagos (EPIPHANIO et al., 2010). A infecção 

por PbNK65 desencadeia um aumento de leucócitos totais, macrófagos, neutrófilos e 

linfócitos no BAL, enquanto a infecção por PbA em C57Bl/6 não é capaz de induzir esse 

perfil (VAN DEN STEEN et al., 2010). Adicionalmente, o tratamento com dexametasona 

durante a infecção por PbNK65 diminui o número de macrófagos, células T CD8+ e CD4+ 

no pulmão e previne a progressão da doença, sugerindo que o infiltrado celular pode 

desempenhar um papel patogênico na patologia pulmonar associada a malária (VAN DEN 

STEEN et al., 2010). 

Adicionalmente, camundongos PAFR-/- infectados apresentaram um número 

significativamente menor de macrófagos no tecido pulmonar, quando comparado com 

animais selvagens infectados. É sabido que PAF é um potente estimulador em macrófagos 

(SNYDER et al., 1985; PRPIC et al., 1988). A população de CD8+ no tecido pulmonar 

apresentou um aumento em decorrência da infecção, porém, animais PAFR-/- infectados 

apresentaram um número significativamente reduzido de linfócitos T CD8+, quando 

comparado com animais selvagens infectados. Em conjunto, a menor quantidade de 

macrófagos e células T CD8+ no tecido pulmonar de animais PAFR-/- infectados pode 

contribuir para a redução da patogênese pulmonar. 

Entretanto, não se pode excluir o envolvimento de plaquetas, micropartículas e 

eritrócitos infectados na patogênese da MC (WASSMER et al., 2006; AMANTE et al., 2010). 

O sequestro de eritrócitos parasitados na microcirculação cerebral tem sido associado com a 



 
 

 

123 

patogênese na MCE (AMANTE et al., 2010; BAPTISTA et al., 2010). Amante et al. (2010) 

demonstraram que o aumento da biomassa do parasito está fortemente associado com a 

indução da MCE, e o trabalho de Baptista et al., (2010) investigou a importância da 

presença de parasitos no tecido cerebral. Em linhagens susceptíveis, como C57Bl/6, as 

células T CD8 são recrutadas para o cérebro através de quimiocinas, notadamente ligantes 

de CXCR3, e aderem a células endoteliais ativadas (CAMPANELLA et al., 2008; RÉNIA et 

al., 2006). Animais protegidos da MCE, através da depleção de células T CD8, 

apresentaram poucos parasitos no cérebro. Dessa forma, os dados demonstraram que o 

sequestro de células T CD8+ no cérebro não é suficiente para o desenvolvimento da MCE 

em animais C57Bl/6, exigindo a presença concomitante de eritrócitos parasitados para a 

patogênese dessa manifestação. Entretanto, camundongos tratados com anticorpo anti-IP10 

foram protegidos 50-80% do desenvolvimento da MCE, apresentando baixos níveis de 

células T CD8+ no tecido cerebral, mas sem diferença reportada para o acúmulo de 

eritrócitos parasitados (NIE et al., 2009). 

O trabalho de Baptista et al., (2010) sugere que a presença de células T CD8 no 

estágio final da infecção é necessário para o acúmulo de eritrócitos parasitados no tecido 

cerebral. Dessa forma, a presença local de células CD8 pode ser crucial para modificações 

no ambiente cerebral, com a ativação de células endoteliais e de moléculas de adesão, que 

podem auxiliar no sequestro de hemácias infectadas. Entretanto, não se conhece se esse 

acúmulo de eritrócitos é mediado por uma interação direta com células endoteliais ou pela 

interação com outras células sequestradas no endotélio cerebral. Além disso, é possível que 

o acúmulo de eritrócitos, e não de CD8, leve ao comprometimento da BHE. 

Alternativamente, ambos podem agir em conjunto, sendo que o sequestro de pRBC no 

cérebro acarrete a reativação in loco de células CD8.  

Micropartículas são produzidas após remodelamento e vesiculação de membranas 

celulares durante processos fisiológicos ou patogênicos, como apoptose (COMBES et al., 

2010). A formação de micropartículas deriva, em sua maioria, de plaquetas, eritrócitos, 

leucócitos e células endoteliais, exercendo um papel efetor no desenvolvimento da MC 

(COMBES et al., 2006; COMBES et al., 2010). A deleção gênica de ABCA1 em 

camundongos confere a formação mínima de vesiculação e completa proteção contra a 

MCE (COMBES et al., 2005). Essas estruturas participam na indução da coagulação e 
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formação de trombos, através da exposição de fator tecidual (HRACHOVINOVA et al., 2003). 

Além disso, o papel de micropartículas e plaquetas na alteração da BHE tem sido 

amplamente discutido (COMBES et al., 2006). 

Plaquetas potencializam a ação de eritrócitos parasitados e induzem a alterações na 

integridade vascular, através do aumento da permeabilidade vascular e promovendo a 

apoptose (WASSMER et al., 2006). Diversos estudos têm demonstrado que células T CD8+ e 

plaquetas são capazes de mediar dano endotelial na MCE, com degeneração apoptótica 

envolvendo dano a BHE (BELNOUE et al., 2002; POTTER et al., 2006; WASSMER et al., 

2006). Adicionalmente, plaquetas podem ser diretamente ativadas por mediadores 

inflamatórios, como o PAF (LEVI & VAN DER POLL, 2005). Entretanto, em contraste com as 

plaquetas humanas, as plaquetas de camundongos não expressam PAFR e não são 

responsivas ao PAF (TERASHITA et al., 1985). Mas é válido salientar que esse receptor é 

expresso em altos níveis em leucócitos e células endoteliais murinas (PRESCOTT et al., 

2000).  

De forma resumida, trabalhos têm demonstrado que diversas condições são 

necessárias para o desenvolvimento da MCE, como: 1) infiltrado de linfócitos CD8+ no 

tecido cerebral (BELNOUE et al., 2002), 2) capacidade citotóxica de linfócitos CD8+ 

recrutados (NITCHEU et al., 2003) e 3) presença de eritrócitos parasitados no cérebro 

(BAPTISTA et al., 2010). 

De forma interessante, o presente trabalho demonstrou que o curso da infecção por 

PbA é menos grave na ausência ou bloqueio de PAFR. Do ponto-de-vista de mecanismo, a 

menor patologia cerebral em animais PAFR-/- foi associada com a redução do recrutamento 

e ativação de linfócitos T CD8+ no tecido cerebral, alterações histopatológicas menos 

intensas, menor expressão de caspase-3 clivada e preservação do endotélio, com menor 

permeabilidade vascular. Adicionalmente, a ausência de PAFR foi capaz de reduzir 

parâmetros inflamatórios no pulmão em decorrência da infecção por PbA. Dessa forma, o 

dano vascular no cérebro e pulmão parece ser PAFR-dependente. Entretanto, a proteção 

nesses camundongos parece não ser explicada pela menor patogenia pulmonar, uma vez 

que o dano pulmonar em animais C57Bl/6 infectados com PbA é um evento moderado em 

animais com MCE, e nunca extensivo ou grave suficientemente para constituir a causa da 

morte. 
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Foi também demonstrado que a administração do antagonista de PAFR a partir do 

terceiro dpi foi capaz de conferir uma proteção similar à observada em camundongos 

PAFR-/-. Esses resultados podem ser explicados pelo papel central desempenhado por 

PAFR através de importantes vias de sinalização na resposta inflamatória. Em conclusão, 

esses resultados suportam fortemente o papel do PAFR durante a MCE e, pela primeira vez, 

demonstram que a sinalização através de PAFR é crítica para o desenvolvimento da MCE. 

Além disso, os resultados também sugerem que o antagonismo de PAFR pode ser uma 

estratégia terapêutica complementar, associada com o tratamento anti-malárico, na MC 

humana. 
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7. Conclusões  

 

Os resultados do trabalho sugerem que PAFR desempenha um importante papel na 

patogênese da infecção experimental por PbA, uma vez que animais deficientes para este 

receptor apresentaram maior sobrevida à infecção quando comparados a animais C57Bl/6 

WT. A ausência desse receptor é capaz de prevenir parcialmente o desenvolvimento da 

MCE, reduzindo as alterações histopatológicas, ativação de caspase-3 no tecido cerebral, 

preservando a integridade vascular e o sequestro e ativação de linfócitos CD8+ no tecido 

cerebral.  

O tratamento com o antagonista de PAFR, UK-74,505, reforçam o efeito protetor, 

mesmo com a infecção já estabelecida em animais C57Bl/6 WT infectados, com um perfil 

de proteção semelhante a encontrada em animais PAFR-/- infectados. Esta é a primeira 

demonstração da importância da sinalização de PAFR no desenvolvimento da MCE. Esses 

resultados também sugerem que o antagonismo de PAFR pode representar uma estratégia 

terapêutica complementar, associada com o tratamento anti-malárico, e promissora em 

pacientes com MC. 
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a b s t r a c t

Experimental cerebral malaria is a neuroinflammatory condition that results from the host immune
response to the parasite. Using intravital microscopy, we investigated leukocyte recruitment in the brain
microcirculation and the temporal relationship of this process to the btrun 0ehavioral changes observed
in Plasmodium berghei (strain ANKA)-infected C57Bl/6 mice. We found that leukocyte recruitment was
increased from day 5 post-infection (p.i.) onwards. Histopathological changes and increased levels of
inflammatory cytokines in the brain were also observed. Behavioral performance evaluated by the SHIR-
PA protocol showed functional impairment from day 6 p.i. onwards. Thus, early leukocyte migration into
the brain and associated inflammatory changes may be involved in neurological impairment in parasite-
infected C57Bl/6 mice.

� 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Malaria infection causes a wide variety of clinical symptoms,
ranging frommild unspecific signs to severe forms marked by deep
anemia, respiratory distress syndrome and cerebral malaria (CM)
(WHO, 2000). CM is the major complication of Plasmodium falcipa-

rum infection in humans and, in according to the World Health
Organization (WHO) clinical criteria, is defined as a potentially
reversible diffuse encephalopathy with coma in the absence of
other factors that could cause reduced level of arousal (Lou et al.,
2001; Medana and Turner, 2006). Long-term neurocognitive
impairment has been described in children afflicted by CM (Idro
et al., 2006; John et al., 2008a), but the pathogenic mechanisms
underlying this impairment remain unclear.
Two main hypotheses have been proposed to explain the path-

ogenesis of CM: (1) neural injury following direct sequestration of
parasite-infected red blood cells (pRBC) in the cerebral microvas-

culature, and (2) neural injury associated with an inflammatory re-
sponse to the parasite in the central nervous system (CNS). More
recently, there is a trend to consider a unified hypothesis in which
parasite sequestration and inflammation cooperatively lead to
microcirculatory dysfunction and to neurological symptoms (van
der Heyde et al., 2006).
Many animal models have been developed to elucidate the

inflammatory and/or immunological mechanisms involved in CM
(de Souza and Riley, 2002). Experimental CM is characterized by
an intravascular accumulation of mononuclear leukocytes and
platelets and the presence of perivascular inflammation and paren-
chymal microhaemorrhages in the CNS (Lackner et al., 2006a).
High levels of circulating and cerebral tissue cytokines have also
been observed (Grau et al., 1987), including increased expression
of CXCL10, CCL2, and CCL5 in mice infected with Plasmodium berg-

hei (strain ANKA) (PbA) (Hanum et al., 2003). These chemokines
may represent the signal responsible for the chemoattraction of
circulating leukocytes into the CNS and they may also contribute
directly to neuronal and glial dysfunction.
Finally, mice infected with PbA may exhibit behavioral symp-

toms as a result of these neuroinflammatory processes (Lackner
et al., 2006b; Desruisseaux et al., 2008). In this study, in order to
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better understand the timing of processes involved in the behav-
ioral changes that occur during CM, we studied early events in leu-
kocyte migration into the CNS in PbA-infected mice using intravital
microscopy.

2. Materials and methods

2.1. Animals

C57Bl/6 mice (6–8-week-old) were obtained from the Animal
Care Facilities of the Federal University of Minas Gerais, Brazil. Ani-
mals were housed in cages in temperature-controlled rooms and
received food and water ad libitum. All procedures described had
prior approval from the local animal ethics committee.

2.2. Parasite and experimental infection

P. berghei (strain ANKA) (PbA) was used in this study. Parasites
were maintained in liquid nitrogen and subjected to at least one
in vivo passage prior to use in experimental infection. Mice were
infected by intraperitoneal (i.p.) injection of 106 pRBC suspended
in 0.2 mL PBS (Grau et al., 1986). The level of parasitemia in in-
fected mice was monitored on Giemsa-stained blood films from
day 3 onwards and estimated at 1000 pRBC under immersion oil.

2.3. SHIRPA screen

The SmithKline/Harwell/Imperial College/Royal Hospital/Phe-
notype Assessment (SHIRPA) screen was conceived as a multi-test
behavioral battery used for longitudinal studies with standardized
guidelines and materials (Rogers et al., 1997). The primary SHIRPA
screen consists of a series of observations of reflexes and basic sen-
sorimotor functions and provides a behavioral and functional pro-
file by observational assessment of individual performance
(Lalonde et al., 2005).
The SHIRPA protocol was used to evaluate behavioral changes

during the course of the infection. After a period of adaptation,

the procedure was carried out on day 0 (day of infection) and then
from day 3 until death on daily basis. For analysis purpose, the
individual parameters assessed by SHIRPA were grouped into five
functional categories (neuropsychiatric state; motor behavior;
autonomic function; muscle tone and strength, and reflex and sen-
sory function) according to Lackner et al. (2006b), determining an
overall score and five domain scores. The reflex and sensory do-
main involves visual placing, pinna reflex, corneal reflex, toe pinch
and righting reflex.

2.4. Intravital microscopy in mouse brain

Intravital microscopy of brain microvasculature was performed
as previously described (Vilela et al., 2008, 2009). Briefly, control
and infected mice (on day 3 and 5 p.i.) were anesthetized by intra-
peritoneal (i.p.) injection of a mixture of Ketamine (150 mg/kg,
Laboratório Cristália, Brazil) and Xylazine (10 mg/kg, Rompun�,
Bayer, Germany) and the tail vein was cannulated. A craniotomy
was performed using a high-speed drill (Beltec, Brazil) and the
dura matter was removed to expose the underlying pial vascula-
ture. Throughout the experiment, the mouse was maintained at
37 �C with a Thermo Plate (TOKAI HIT, Nikon Inc., Japan) and the
exposed brain was continuously superfused with artificial cerebro-
spinal fluid (composition in mM: NaCl 132, KCl 2.95, CaCl2 1.71,
MgCl2 0.64, NaHCO3 24.6, dextrose 3.71 and urea 6.7, pH 7.4) kept
at 37 �C.
To observe leukocyte/endothelium interactions, leukocytes

were fluorescently labeled by i.v. administration of rhodamine
6G (0.3 mg/kg, Sigma–Aldrich, St. Louis, MO) and observed using
a microscope (Nikon, Eclipse 501, X10 objective lens) outfitted
with a fluorescent light source (epi-ilumination at 510–560 nm,
using a 590 nm emission filter). Images were captured by a camera
(Nikon, DS-Qi1MC) and projected onto a monitor (LG, FLATRON-
W1952TQ). Rolling leukocytes were defined as white cells moving
at a velocity less than that of erythrocyte flow. Leucocytes were
considered adherent to the venular endothelium (100 lm length)
if they remained stationary for 30 s or longer.

Fig. 1. (A) Time course of parasitemia in infected mice (n = 8). (B) Time course of survival of mice infected with PbA (n = 8). (C) Weight variation in control (n = 4) and infected
(n = 8) mice. Each point of parasitemia and weight loss is expressed as mean ± SEM.
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2.5. Histology

For histological analysis, brains were quickly removed, fixed in
10% formalin, embedded in paraffin and cut into 4 lm sections. The
sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E). Slides
were examined under a light microscope for qualitative analysis
of inflammatory parameters.

2.6. Tissue extraction and measurement of NAG activity

The extent of macrophage sequestration was quantified indi-
rectly by the measuring of N-acetyl-b-D-glucosaminidase (NAG)
activity in brain supernatants, as an index of monocyte influx
(Barcelos et al., 2005). In brief, the brains of control and infected
animals (on day 5 p.i.) were removed, weighed and the tissue
was homogenized in extraction solution (100 mg of tissue per
mL), containing: 0.4 M NaCl, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM
phenyl methyl sulphonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium chlo-
ride, 10 mM EDTA and 20 KIU aprotinin, using Ultra-Turrax. Brain
homogenate was centrifuged at 3000 g for 10 min at 4 �C and
supernatants were collected for ELISA and stored at �20 �C. The

resultant pellet was resuspended in saline/Triton 0.1%. The NAG
reaction was run at 37 �C for 10 min in a 96-well microplate
following the addition of 100 lL p-nitrophenyl-N-acetyl-b-D-glu-
cosaminide (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO), dissolved in citrate/
phosphate buffer (0.1 M citric acid, 0.1 M Na2HPO4, pH 4.5) at a
final concentration of 2.24 mM per 100 lL supernatant derived
from tissue sample processing. The reaction was terminated by
the addition of 100 lL 0.2 M glycine buffer (pH 10.6). NAG activ-
ity was assayed by measuring the change in absorbance (optical
density [OD]) at 405 nm in a spectrophotometer (Emax, Molecu-
lar Devices) and interpolated on a standard curve constructed
with p-nitrophenol (0–500 nmol/ml) (Sigma–Aldrich). Results
were expressed as change in O.D. per gram of tissue.

2.7. ELISA of proteins in cerebral tissue

Brain tissues were obtained from control and infected mice (on
day 3, 5 and 7 p.i.) and the supernatant was collected and stored at
�20 �C. The concentrations of TNF-a, CXCL1, CXCL9, CCL2, CCL3 and
CCL5were determined by ELISA. Additionally, the systemic concen-
tration of TNF-a and CXCL9 was measured in serum obtained from

Fig. 2. Visualisation of performance of control animals and PbA-infected animals in the five distinct functional categories (neuropsychiatric state; motor behavior;
autonomic function; muscle tone and strength, and reflex and sensory function). Overall scores of the functional categories are shown in groups of at least five mice.
Scores of animals at different time points of infection and scores of control animals were compared by One-way ANOVA with Newman–Keuls post-test. *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001.
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coagulated blood (15 min at 37 �, then 30 min a 4 �C, stored at
�20 �C until analysis). Samples at a 1:3 dilution in 0.1% BSA in
PBS were assayed by ELISA using commercially available antibodies
according to the procedures supplied by the manufacturer (R&D
Systems, Minneapolis, MN and Pharmingen, San Diego, CA).

2.8. Statistical analysis

Data are shown as mean ± SEM (except the survival curve). Stu-
dent t-test was used in NAG analyzes. SHIRPA results, leukocyte–
endothelium interaction and ELISA were evaluated by ANOVA,
with Newman–Keuls post-test. The survival rate was expressed
as the percentage of live animals. A value of p < 0.05 was consid-
ered significant.

3. Results

3.1. P. berghei (strain ANKA) infection changes behavioral parameters

in C57Bl/6 WT mice

C57Bl/6 WT mice were infected with PbA and monitored daily.
Parasitemia progressively increased (Fig. 1A) and mortality peaked
on day 7 p.i. (Fig. 1B). There was a marked weight loss in mice dur-
ing the infection (Fig. 1C).
To further analyze the clinical signs of animals, we performed

the SHIRPA behavioral battery. SHIRPA analysis confirmed that in-
fected mice developed a wide range of behavioral changes during
the course of the disease prior to death (Fig. 2). Neuropsychiatric
state was altered in the early course of malaria infection, starting
from day 4 p.i. Motor behavior, autonomic function, muscle tone

Fig. 3. Hemorrhages and intravascular inflammatory infiltrates in the brain of PbA-infected C57Bl/6 mice (H&E). (A and B) Hematoxylin and eosin-stained sections of
cerebellum and cerebrum of control mice without morphological changes. (C and D) Cerebellum and cerebrum parenchyma without inflammatory cells and a typical
architecture in mice on day 3 p.i. (E) Intravascular inflammatory cells and hemorrhagic areas in the cerebellum on day 5 p.i. (F) Cerebrum parenchyma with intravascular
inflammatory infiltrates in the same date. (G) Multifocal hemorrhages in the cerebellum and neuronal damage on day 7 p.i. (H) Vasculat alteration with edema and
intravascular inflammatory cells on day 7 p.i. Magnification, �200.
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and strength were altered from day 6, while reflex and sensory
function did not change until day 7 p.i.

3.2. PbA-infected mice present several histopathological changes in the

brain

Brain samples were evaluated by routine histological tech-
niques in order to determine the progress of the morphological
changes in cerebrum and cerebellum of infected mice. Control
and infected mice sacrificed on day 3 p.i. had no evidence of mor-
phological changes (Fig. 3A–D). Infected mice on day 5 p.i. showed
moderate intravascular infiltrates, consisting primarily of mononu-
clear cells, and hemorrhagic areas, especially in the cerebellum
(Fig. 3E and F). On day 7 p.i., animals exhibited endothelial damage,
mild intravascular infiltrates, multifocal hemorrhages (brain
parenchyma and cerebellum) and changes consistent with glial
activation and neuronal damage (Fig. 3G and H).

3.3. Monocytes/macrophages are increased in the brain of PbA-

infected mice

To confirm the presence of monocyte/macrophage infiltration in
the brain of PbA-infected mice, we measured NAG activity in brain
tissue from control and infected mice. In infected mice, on day 5
p.i., the NAG activity was almost twofold higher than that observed

in controls, indicating the presence of monocytes and macrophages
(Fig. 4).

3.4. Leukocyte recruitment is increased in the pial microvasculature of

PbA-infected mice

To assess the time course of the infiltration of cells into the
brain, we performed intravital microscopy in the pia mater vessels.
The number of rolling and adherent rhodamine-stained leukocytes
was similar in control and infected animals on day 3 p.i., but in-
creased significantly on day 5 p.i. (p < 0.001) (Fig. 5), consistent
with the heightened monocyte/macrophage accumulation ob-
served by histology and NAG measurements.

3.5. CC and CXC chemokines are increased in the brain of PbA-infected

mice

Leukocyte activation and recruitment depends on the involve-
ment of cytokines and chemokines. Therefore, we evaluated cere-
bral levels of TNF-a and the chemokines CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1
and CXCL9 (Fig. 6). PbA infection increased cerebral levels of CXCL9
on days 5 and 7 p.i., and CCL2, CCL3 and CCL5 on day 7 p.i., but did
not alter CXCL1 levels. Serum levels of TNF-a were increased on
days 5 and 7 p.i., and serum CXCL9 levels were increased on days
3, 5 and 7 p.i.

4. Discussion

In this study, we found a temporal association between behav-
ioral changes and inflammatory parameters in the CNS of PbA-in-
fected mice. The early leukocyte recruitment events observed on
day 5 p.i. preceded neurological changes, which were clearly evi-
dent from day 6 p.i. until death.
PbA induces a neurological syndrome in susceptible mouse

strains that resembles human CM. The concept of experimental
CM is traditionally associated with the presence of typical neuro-
logical signs, such as ataxia, paralysis, seizures and coma, followed
by death (Bagot et al., 2002). However, as the pathogenesis of CM
includes different mechanisms with a varying degree of severity,
this concept may be too restrictive, not encompassing more subtle
neurological signs, including mild to moderate cognitive impair-
ment (Medana et al., 2001). Along this line, Desruisseaux et al.
(2008) recently demonstrated that memory dysfunction in experi-
mental malaria correlated with brain inflammation and hemor-

Fig. 4. NAG levels in cerebral tissue from control and infected mice. Infected mice
on day 5 p.i. showed increased NAG levels when compared with control. Groups of
at least five mice and results are expressed as mean ± SEM, where *p < 0.05.

Fig. 5. The study of leukocyte–endothelium interaction was performed by intravital microscopy. The rolling and adhesion of leukocytes in the brain microvasculature were
assessed. The protocol included control (sham) and infected animals. Mice, infected by PbA , on day 5 p.i. showed an increase in cell recruitment when compared with control.
Groups of at least five mice, results are expressed as mean ± SEM, where **p < 0.01; ***p < 0.001. ANOVA confirmed the significance.
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rhage, as well as microglial activation. Our results corroborate
these findings, as a series of neurological signs developed in asso-
ciation with early inflammatory changes in CNS. We found an in-
crease in the rolling and adhesion of leukocytes by in vivo

analysis of cell recruitment using intravital microscopy. This in-
crease was observed on day 5 p.i., while most neurological changes
were observed after 6 days of infection.

Once we observed these inflammatory changes, we looked at
the brain tissue. The major histopathologic findings were hemor-
rhagic areas and intravascular inflammatory infiltrates composed
mainly of mononuclear cells. The increase of NAG in brain superna-
tants corroborated the histopathologic finding of mononuclear
recruitment to brain tissue in infected animals (Martins et al.,
2009). NAG activity is one of the many parameters that can assess

Fig. 6. Comparative analysis of TNF-a, CCL2, CXCL1, CXCL9, CCL5 and CCL3 concentration in control and PbA-infected mice by ELISA. Results were expressed as the
mean ± SEM from at least five animals per group. Asterisk(s) indicate statistical differences where *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001.
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macrophage activity and, hence, is an index of monocyte/macro-
phage tissue infiltration (Reiner et al., 1981). One limitation of
our work is the absence of a more detailed study of the types of
leukocytes recruited into CNS. This is an interesting issue as previ-
ous studies emphasized the role of determined cell types, such as
CD8+ T, in the development of neurological signs in the course of
CM (Belnoue et al., 2002). Future studies will address in detail
the leukocyte subtypes infiltrating the brain and their putative role
in modifying behavioural function.
There was also an increase in the levels of chemokines in the

brain. Previous studies showed that chemokines up-regulate the
expression of adhesion molecules and facilitate leukocyte migra-
tion processes in the brain (Ransohoff, 2002). The specific role of
chemokines in determining the clinical severity and/or the out-
come of malaria or CM remains to be defined. However, as demon-
strated by others (Hanum et al., 2003; Miu et al., 2008; Van den
Steen et al., 2008), we found increased cerebral levels of chemo-
kines in the brain of mice infected with PbA. Specifically, we found
that CXCL9, an interferon-c-inducible chemokine (Farber, 1997),
was upregulated at day 5 p.i. in the brain and at day 3 p.i. in the
serum (Fig. 6), predicting the large increase in infiltrating leuko-
cytes in the brain microvasculature (Figs. 3 and 5) and the onset
of functional deficits (Fig. 2). This CXCR3 ligand is associated with
macrophage activation (Menke et al., 2008) and leukocyte infiltra-
tion in a number of inflammatory disease states associated with
parasite infection, including Chagas disease (Cutrullis et al.,
2009). Whether CXCL9 in our model was produced by neural cells
or by an early wave of infiltrating macrophages and whether the
brain CXCL9 promoted additional macrophage recruitment and/
or T cell recruitment remains to be determined.
Recently, Miu et al. (2008) showed the up-regulation of CXCL9

and CCL5 in experimental CM at the level of mRNA expression.
These two chemokines are directly involved in T cell and mono-
cyte/macrophage recruitment to target tissues (Simpson et al.,
2000). Additionally, CXCL9�/� mice (Campanella et al., 2008) and
IP-10�/�mice (Nie et al., 2009) were reported to be partially/mark-
edly resistant to CM during PbA infection, and exhibited lower leu-
kocyte migration to the brain. Therefore, the increase in leukocyte
recruitment during PbA infection in wild type mice in our model
may be a direct consequence of CXCL9 upregulation.
Finally, systemic inflammation, as suggested by the increase of

serum CXCL9 levels on day 3 p.i., could explain the early alteration
in neuropsychiatric state starting at day 4 p.i. However, whether
chemokine expression directly results in cognitive dysfunction or
whether recruited leukocytes are primarily responsible remains
unclear. The association of inflammatory chemokine and cytokine
production in the CNS with mild cognitive impairment (John
et al., 2008b) and under conditions of CNS viral infection (Sui
et al., 2007) suggests that these factors may directly impair neuro-
nal function.
In the present study, we found that deficits in cognitive function

associated with cerebral malaria in mice triggered by infection
with P. berghei (strain ANKA) follows an early wave of leukocyte
recruitment to the CNS. This recruitment may be driven predomi-
nantly by CXCL9, as this was the chemokine that we observed to be
increased in the brain prior to severe cognitive impairment. The
upregulation of CCL2, CCL3, and CCL5 in the brain at later time-
points just prior to death suggests that these chemokines are not
responsible for the initial inflammatory infiltration into the malar-
ial CNS. Further studies are necessary to define leukocyte subsets
recruited into the CNS and possibly involved in behavioral changes.
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