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RESUMO 

 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 
Melina Pedroso Merlone 

 
A malária cerebral (MC) é a maior causa de morte da infecção por Plasmodium 
falciparum. Camundongos susceptíveis infectados por Plasmodium berghei 
ANKA desenvolvem um quadro semelhante à MC humana, com 
microhemorragias, células aderidas ao endotélio, disfunção endotelial, 
hipoperfusão, baixa biodisponibilidade de óxido nítrico (NO), vasoconstrição e 
diminuição do fluxo sanguíneo cerebral. O presente estudo analisou o efeito do 
estimulador (riociguat) e ativador (cinaciguat) da enzima guanilato ciclase 
solúvel (enzima-alvo do NO que sinaliza para o processo de vasodilatação) 
sobre o fluxo sanguíneo cerebral, a permeabilidade da barreira 
hematoencefálica, a sobrevida e dano cognitivo em animais com MC murina. 
As intervenções ocorreram no 6º dia de infecção, quando os animais infectados 
apresentaram sinais clínicos da MC. Os animais foram tratados com riociguat e 
artemeter, cinaciguat e artemeter ou veículo e artemeter. Nos experimentos de 
fluxo sanguíneo cerebral, analisados por meio do Laser Speckle com Contraste 
de Imagem, os animais tratados com riociguat e artemeter apresentaram 
aumento do fluxo sanguíneo cerebral após 1 hora e 6 horas do tratamento, ao 
passo que em animais tratados com veículo e artemeter ocorreu aumento de 
fluxo sanguíneo com 1 hora mas não com 6 horas. Animais tratados com 
cinaciguat e artemeter não mostraram aumento de fluxo sanguíneo. O 
tratamento dos animais com artemeter, em combinação com riociguat, 
cinaciguat ou veículo, não alterou os níveis de permeabilidade da barreira 
hematoencefálica 6 horas após os respectivos tratamentos. Para analisar a 
sobrevida, os animais com MC foram tratados por 5 dias consecutivos com 
artemeter, sendo que nos dois primeiros também receberam uma dose de 
riociguat ou veículo. O tratamento com riociguat não modificou a sobrevida em 
relação ao tratamento com veículo. Os animais tratados que se recuperaram da 
MC, tratados com riociguat ou veículo, apresentaram desempenho em testes 
comportamentais semelhante àquele demonstrado por animais controles não 
infectados, sugerindo que a síndrome neurológica não provocou dano 
cognitivo. Concluiu-se que o riociguat é capaz de aumentar de fluxo sanguíneo 
cerebral de forma sustentada nas primeiras horas de tratamento, mas não 
causou benefícios na permeabilidade da barreira hematoencefálica, na 
sobrevida e na cognição, e que o cinaciguat não mostrou efeito benéfico em 
nenhum dos parâmetros analisados. 
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ABSTRACT 

 
MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 

 
Melina Pedroso Merlone 

 
Cerebral malaria (CM) is the major cause of death resulting from Plasmodium 
falciparum infection. Susceptible mice infected with Plasmodium berghei ANKA 
develop a neurological syndrome similar to human CM, with brain 
microhemorrhages, blood cells adherent to the endothelium, endothelial 
dysfunction, hypoperfusion, low nitric oxide (NO) bioavailability, vasoconstriction 
and decreased cerebral blood flow. The present study analyzed the effect of the 
stimulator (riociguat) and activator (cinaciguat) of soluble guanylate cyclase (the 
NO target enzyme that signals for the vasodilation process) on cerebral blood 
flow, permeability of the blood-brain barrier, survival and cognitive impairment in 
animals with murine CM. The interventions were given on the 6th day of 
infection, when the infected animals showed clinical signs of CM. The animals 
were treated with riociguat and artemether, cinaciguat and artemether or vehicle 
and artemether. In Laser Speckle with Contrast Imaging experiments, animals 
treated with riociguat and artemeter showed increased cerebral blood flow after 
1 hour and 6 hours of treatment, whereas animals treated with vehicle and 
artemeter occurred increased blood flow with 1 hour but not 6 hours. Animals 
treated with cinaciguat and artemeter showed no increase in blood flow. 
Animals with CM showed increased permeability of the blood brain barrier to 
Evans blue, and artemether, in combination with either riociguat, cinaciguat or 
vehicle, did not alter the permeability levels of the blood-brain barrier 6 hours 
after the respective treatments. In order to analyze the effect on survival, 
animals with CM were treated for 5 consecutive days with artemether, and in 
the first two also received a dose of riociguat or vehicle. Treatment with 
riociguat did not modify survival over vehicle treatment. Animals that recovered 
from CM, treated with riociguat or vehicle, showed performance in behavioral 
tests similar to that demonstrated by uninfected control animals, suggesting that 
the neurological syndrome did not cause cognitive damage. It is concluded that 
riociguat is capable of increasing cerebral blood flow in a sustainable fashion in 
the first few hours of treatment, but it does not confer benefits on the 
permeability of the blood-brain barrier or survival or cognition, and cinaciguat 
showed no beneficial effect in any of the analyzed parameters. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Malária: aspectos gerais 

 

A malária é uma doença causada por parasitas unicelulares do gênero 

Plasmodium, filo Apicomplexa [1]. Cinco espécies podem causar a doença no 

homem: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malariae e P. knolewsi, 

sendo transmitidos de pessoa a pessoa por meio da picada da fêmea de 

mosquitos do gênero Anopheles. Os sintomas iniciais da malária costumam se 

manifestar com cefaleia, mal estar, tonturas, náuseas, mialgia e cansaço, 

evoluindo para os sintomas clássicos, que são os calafrios, sudorese intensa, 

rubor e acessos febris com intervalos de 24, 48 ou 72 horas, variando com a 

espécie de plasmódio e com seu ciclo de infecção e destruição dos eritrócitos 

[2].  

O plasmódio possui um ciclo no vertebrado, seu hospedeiro 

intermediário, chamado de esquizônico ou assexuado, e um no hospedeiro 

definitivo, o vetor, denominado ciclo esporogônico ou sexuado [3]. Dentro do 

homem este parasita ainda possui dois ciclos, denominados exoeritrocítico e 

eritrocítico (figura 1.1). O ciclo exoeritrocítico se inicia quando a fêmea 

anofelina pica o humano e os esporozoítos são injetados juntamente com a 

saliva do vetor, atingindo a derme e migrando para os vasos sanguíneos dentro 

de alguns minutos ou poucas horas (figura 1.1, 1) [4,5]. Os que atingem a 

corrente sanguínea migram até o fígado, onde invadem as células hepáticas 

por meio do reconhecimento das moléculas de adesão da proteína 

circunsporozoíta (CSP) com as moléculas sulfatadas da membrana dos 

hepatócitos (figura 1.1, 2). Após a invasão, os parasitas se desenvolvem por 

esquizogonia, originando os esquizontes teciduais que evoluem para os 

merozoítos (figura 1.1, 3). No caso de P. vivax e P. ovale, parte dos parasitas 

pode se manter no hepatócito sob a forma de hipnozoíta, o que permite as 

recaídas tardias [2]. Ao fim da esquizogonia tecidual, o hepatócito se rompe, 

liberando milhares de merozoítos (figura 1.1, 4) que vão penetrar nos 

eritrócitos, dando início à fase eritrocítica (figura 1.1, 5). Dentro das hemácias 

os merozoítos se transformam em trofozoítos e, posteriormente, evoluem para 
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esquizontes, os quais rompem as hemácias, liberando merozoítos que vão 

invadir novas células sanguíneas (figura 1.1, 6). O processo de destruição das 

hemácias com liberação dos merozoítos, juntamente com os fragmentos 

celulares e resíduos metabólicos, causa os calafrios e a febre [1]. Alguns 

parasitos se transformam em gametócitos no interior das hemácias, produzindo 

gametas separadamente (microgametócito, masculino e macrogametócito, 

feminino) (figura 1.1, 7) e, quando o mosquito realiza o repasto sanguíneo 

(figura 1.1, 8), ingere os gametócitos, os quais rompem a parede das hemácias 

e são liberados no estômago do vetor. Nesse local, os microgametas sofrem o 

processo de exflagelação, tornando-se uma célula móvel e com complexo 

apical, e movimentam-se ativamente em busca do macrogametócito (figura 1.1, 

9). O encontro dos núcleos forma o zigoto ou oocineto (figura 1.1, 10), que se 

encista na parede do estômago do mosquito e, no seu interior, formam 

milhares de esporozoítos (figura 1.1, 11). Estes são liberados na hemocele e 

migram até as glândulas salivares, onde poderão ser injetados no hospedeiro 

durante o próximo repasto sanguíneo (figura 1.1, 12) [1,2]. 
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Figura 1.1 - Ciclo biológico do Plasmodium 
No hospedeiro: (1) mosquito anofelino realiza o repasto sanguíneo e injeta os esporozoítos; (2) 

célula hepática infectada; (3) esquizonte se forma dentro da célula hepática; (4) esquizonte se 

rompe liberando os merozoítos; (5) merozoítos penetram na hemácia, infectando-a; (6) 

trofozoíto se desenvolve e forma o esquizonte, o qual vai se romper e liberar novos merozoítos 

que vão infectar outras hemácias; (7) trofozoíto se desenvolve para gametócito, podendo se 

diferenciar em femininos e masculinos; (8) mosquito anofelino realiza repasto sanguíneo e 

ingere os gametócitos. No mosquito: (9) gametócito produz macrogameta e microgameta 

exoflagelado e o microgameta fecunda o macrogameta; (10) após fecundação forma-se o 

oocineto; (11) oocineto se encista, sendo chamado agora de oocisto, formando muitos 

esporozoítos no seu interior; (12) oocisto se rompe, liberando milhares de esporozoítos que 

irão migrar até as glândulas salivares do mosquito. [6] 

 

A malária ainda é um grande problema de saúde pública, uma vez que 

aproximadamente 3,2 bilhões de pessoas, cerca de metade da população 

mundial, estão sobre o risco de contrair a doença. Em 2015, 95 países e 

territórios apresentaram transmissão de malária, em locais na América Latina, 

Ásia, Oriente Médio e África subsaariana, sendo o último o lugar com maior 

número de casos (88%) e mortes (90%), onde nesse mesmo ano a malária foi 

a quarta maior causa de morte em crianças até cinco anos idade. É estimado 

que desde 2001 já ocorreram 6,2 milhões de mortes por malária [7].  

No Brasil, a área amazônica é considerada endêmica, com 99% dos 

casos autóctones. Nas áreas fora da região amazônica, 80% dos casos 

registrados são provenientes de áreas endêmicas, de países africanos e outros 

países amazônicos, também podendo ocorrer transmissão de malária em áreas 

de Mata Atlântica [8]. O levantamento realizado no ano passado pelo Ministério 

da Saúde aponta que em 2015 o país registrou o menor número da doença em 

35 anos. Em 2015, foram notificados cerca de 143 mil casos, com 26 mortes, 

com redução de 77% em relação ao ano 2000 [9]. Já em 2016, até setembro, 

foram registrados cerca de 77 mil casos, reduzindo ainda mais o número de 

indivíduos infectados [10]. 

Além da transmissão pela picada do anofelino, também pode-se contrair 

a malária por meio da contaminação de sangue infectado, através de 

transfusões de sangue e uso compartilhado de agulhas e/ou seringas 

contaminadas, e por transmissão congênita, pela mistura do sangue materno 

com o fetal, tanto no momento do parto como intra-uterina [2]. Uma vez que a 

transmissão pela picada do mosquito é de longe a mais frequente, muitas das 

medidas profiláticas são voltadas para o vetor, como o uso de mosquiteiros 
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impregnados com inseticidas, já que os anofelinos costumam picar 

preferencialmente durante o horário noturno e dentro das casas. Outras 

medidas empregadas são a prevenção de viajantes em áreas endêmicas, 

como a recomendação de uso de repelente e roupas adequadas para proteção 

de picadas de mosquitos, e o uso de quimioprofilaxia em determinadas 

circunstâncias. Graças à intensificação e fortalecimento dos programas de 

controle de malária, visando ao monitoramento dos casos, controle dos 

vetores, diagnóstico e tratamento no início da doença e educação em saúde 

[2], a taxa de incidência da doença nas populações de risco caiu 37% no 

período de 2000 a 2015, com a taxa de mortalidade caindo 60% em todas as 

faixas etárias e 65% em crianças menores de cinco anos de idade [7].  

A malária pode se dar de forma assintomática ou ser leve em casos de 

baixa parasitemia, em pacientes que já foram muito expostos à doença e 

adquiriram resistência ou nos pacientes que já nasceram com algum tipo de 

resistência, impedindo naturalmente que o plasmódio se instale no organismo e 

se desenvolva. A infecção por P. falciparum e, menos frequentemente, por P. 

vivax, pode levar a formas graves da malária, com complicações como malária 

cerebral, anemia, hipoglicemia, desenvolvimento da síndrome de insuficiência 

respiratória, coagulopatia e trombocitopenia, alterações hidroeletrolíticas, 

disfunções renal, hepática, metabólica e esplênica e até mesmo levar à morte 

[2]. Os grupos mais afetados pelas patogenias da forma complicada são as 

crianças menores de cinco anos, indivíduos adultos não imunes, grávidas e 

pacientes com HIV/AIDS [7]. 

Para o tratamento da malária é necessário avaliar qual a espécie 

presente no paciente naquele momento, determinar se o mesmo se encontra 

na forma grave ou não da doença, se faz parte do grupo de maior risco de 

evolução para a forma grave e o conhecimento das áreas epidemiológicas que 

já possuem resistência aos antimaláricos [2]. A questão da resistência é de 

suma importância e, por conta do aparecimento e disseminação de cepas 

resistentes, os esquemas de tratamentos e as drogas de escolha vêm sendo 

modificados [11]. O melhor tratamento disponível no momento é a terapia 

combinada de derivados da artemisinina, principalmente se a infecção for por 

P. falciparum [7]. No entanto, se o diagnóstico e o tratamento da malária forem 
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tardios, mesmo o melhor tratamento pode não ser eficaz, pois a doença já pode 

se encontrar na forma grave. Portanto, é ainda necessário criar novas opções 

terapêuticas para o tratamento da malária grave, buscando um maior sucesso 

no tratamento.  

 

1.2 Malária cerebral 

 

A malária cerebral (MC) é um dos quadros graves que a infecção por P. 

falciparum pode gerar, apesar de casos raros por P. vivax também já terem 

sido relatados [12]. Alguns ensaios clínicos revelaram que a MC é altamente 

letal, mais que outras complicações da malária falciparum. Estudos mostraram 

que o tratamento com artesunato intravenoso é superior a quinina intravenosa 

ou artemeter intramuscular pois diminui a mortalidade e os sintomas, por isso, 

o artesunato é o tratamento de escolha para MC. Apesar da eficácia do 

artesunato intravenoso e atendimento médico adequado, a taxa de mortalidade 

para MC ainda é alta. Enquanto a mortalidade geral por malária grave em 

pacientes hospitalizados e tratados com artesunato intravenoso era de cerca 

de 8%, a mortalidade em casos com comprometimento neurológico (coma) 

podia atingir 30% [13,14]. Estima-se que dos casos de MC, 10-20% são fatais, 

ou seja, cerca de 300 mil a 500 mil mortes por ano [15]. Esta síndrome ocorre 

principalmente na África subsaariana, atingindo em maior parte crianças 

menores de cinco anos e sendo rara em adultos. Porém, no sudeste asiático, 

onde a transmissão de malária não é suficientemente intensa para gerar uma 

imunidade consistente, observa-se que a MC atinge com maior frequência 

crianças mais velhas e adultos [16]. A MC acomete o sistema nervoso central, 

levando o indivíduo ao coma e, posteriormente, ao óbito. O coma que persiste 

por mais de 1 hora após uma convulsão, na presença de parasitemia por P. 

falciparum, é o que define a MC e, embora diversos estudos tenham 

classificado como MC situações de perda transitória da consciência, porém, 

essa classificação pouco rigorosa deve ser evitada [15]. Já foi observado que 

em adultos do sudeste asiático a disfunção do sistema nervoso central ocorre 

frequentemente em conjunto com falha de outros órgãos, particularmente os 

sistemas respiratório e renal, enquanto que nas crianças africanas pode ocorrer 
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uma síndrome puramente neurológica, levando rapidamente ao coma, 

convulsões e anemia, com ausência de disfunção renal ou respiratória [17,18].  

Os sintomas iniciais da MC são difíceis de diferenciar de outras doenças, 

como meningite, encefalite ou convulsões febris, uma vez que diarreia, vômito 

e dor de cabeça são sintomas muito genéricos, atrasando o início do 

tratamento [19]. Por isso, é importante que sejam identificados logo os 

sintomas gerais da malária, já podendo desconfiar da evolução da doença para 

a forma grave. Exames específicos, como o da retina, podem auxiliar na 

definição de um diagnóstico preciso [15].  

O estudo de Taylor et al. [20] comparou evidências, em autópsias de 

crianças, de sequestro de parasitas intracerebrais com os diagnósticos clínicos 

antes da morte, e verificou uma frequência elevada de erros de diagnóstico, 

demonstrando que em diversos casos a morte atribuída à malária foi causada, 

na realidade, por outros fatores. Concluiu ainda que a presença de retinopatia é 

altamente sugestiva para a presença de sequestro de parasitas intracerebrais, 

característica histopatológica típica da MC. A retinopatia pode ser observada 

por clínicos não-especialistas, pelo uso direto de um oftalmoscópio nas pupilas 

dilatadas, e ela apresenta duas características fortes indicativas de MC: 

descoloração branca ou amarela dos vasos da retina e branqueamento 

desigual da mácula [15]. A severidade da retinopatia tem sido usada como 

prognóstico para MC, tanto em crianças como adultos [21]. A redução na 

perfusão da microvasculatura da retina na maior parte dos casos de crianças 

com MC podem ser identificadas pelo angiograma, criando os chamados 

‘vasos fantasmas’ (ghost vessels), evidenciando a isquemia e hipóxia, as quais 

são componentes importantes na patogênese da MC [22]. 

Os distúrbios mais graves causados por P. falciparum se devem, 

principalmente, aos fatores de virulência desse parasita. Durante seu 

desenvolvimento intracelular, P. falciparum transporta proteínas parasitárias 

para a membrana do eritrócito, modificando sua estrutura e função, o que 

favorece a sua sobrevivência e crescimento. As proteínas inseridas na 

membrana das hemácias parasitadas, principalmente a proteína de membrana 

do eritrócito 1 de P. falciparum (PfEMP1), formam os knobs, estruturas que 

permitem a citoaderência às células endoteliais de órgãos nobres, como o 
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cérebro e os pulmões. Dessa forma, as hemácias parasitadas podem ser 

sequestradas na microvasculatura, juntamente com outras não parasitadas, 

formando as rosetas, que se acumulam nos vasos e dificultam a passagem do 

sangue naquela região [2,23]. O sequestro de tais hemácias é vantajoso para o 

parasita, uma vez que evita a destruição das mesmas e, consequentemente, 

do parasita, pelo baço. Diversas proteínas endoteliais são reconhecidas pela 

proteína PfEMP1, servindo como ligantes, como a molécula de adesão 

intracelular 1 (ICAM-1), molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1), 

molécula de adesão de leucócitos endotelial 1 (ELAM-1), P-selectina, ácido 

hialurônico, condroitina sulfato A (CSA), CD36. Estudos mostram que a ICAM-1 

parece ter um importante papel no desenvolvimento da MC, já que sua 

expressão é aumentada nas células endoteliais dos microvasos cerebrais de 

pacientes com MC, além da mortalidade associada a MC em animais ICAM-1+/+ 

ser significativamente maior do que em animais ICAM-1-/- [24, 25].   

Além do sequestro de eritrócitos parasitados, pode ocorrer também 

sequestro de leucócitos e plaquetas nos capilares e nas vênulas pós-capilares 

do cérebro, devido à ativação endotelial. Essa ativação é caracterizada pela 

expressão das variadas moléculas de adesão nas células endoteliais, como já 

mencionado, pela quebra das junções oclusivas, exocitose dos corpos de 

Weibel-Palade (WPBs), liberação de micropartículas endoteliais, fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF) e moléculas solúveis de adesão celular 

(sCAMs). A angiopoietina-2 (Ang-2), uma das moléculas liberadas pelos WPBs, 

aumenta a permeabilidade vascular e facilita a ativação endotelial, portanto, o 

excesso dos níveis de Ang-2 circulante pode levar ao derrame vascular no 

cérebro durante a MC. A angiopoeitina-1 (Ang-1) promove quiescência das 

células endoteliais e sobrevivência e as taxas de Ang-2/Ang1 têm sido 

reconhecidas como um informativo clínico de biomarcadores no prognóstico da 

MC [26]. Crianças do Malawi com MC apresentavam taxas muito altas de 

micropartículas endoteliais circulantes com alto potencial patogênico [27] e a 

introdução dessas micropartículas em camundongos saudáveis induziu sinais 

como os da MC no cérebro e nos pulmões dos animais, indicando um papel 

patogênico das mesmas na MC [28].  



8 

 

O acúmulo de plaquetas nos microvasos cerebrais também gera danos 

ao indivíduo. Os α-grânulos liberados pelas plaquetas liberam fator de 

crescimento transformador beta (TGF-β), ocorrendo um aumento local desta 

citocina, podendo induzir apoptose no endotélio. O fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α), liberado por macrófagos, pode aumentar a expressão de 

receptores de moléculas de adesão na membrana celular, auxiliando a 

citoaderência de esquizontes sanguíneos de P. falciparum nas células 

endoteliais dos microvasos cerebrais. Essa adesão e os agregados parasitários 

causam maior produção de TNF-α [12]. Já foi observado que as plaquetas 

possuem um efeito pró-apoptótico dependente de contato nas células 

endoteliais quando estimuladas por TNF-α, portanto, o acúmulo de TNF-α na 

região gera maior dano celular e agrava as lesões cerebrais [29]. 

A quebra da barreira hematoencefálica possui grande importância na 

patogenia da MC. A barreira hematoencefálica mantém a homeostase, já que 

protege o cérebro contra patógenos potencialmente danosos ao organismo e 

de macromoléculas que podem estar presentes no sangue, além de manter o 

fornecimento constante de oxigênio e nutrientes necessários no tecido cerebral 

e filtrar resíduos como creatinina, ureia, dióxido de carbono e os demais 

resíduos de volta para o sangue [30]. A quebra dessa barreira na MC tem sido 

evidenciada pelo sequestro das hemácias parasitadas na microvasculatura 

cerebral [32], pela ativação endotelial e rompimento da integridade das células 

que formam a barreira. As evidências se devem ao fato de se ter observado em 

pacientes com MC regulação positiva da expressão de ICAM-1, presença das 

proteínas de junção celular, ocludina e vincilina, nos vasos contendo eritrócitos 

sequestrados e indução generalizada de sialoadesão e receptor scavenger em 

macrófagos perivasculares nos vasos com e sem hemácias parasitadas. Esses 

antígenos geralmente são induzidos por fatores no plasma e estão ausentes no 

sistema nervoso central, sugerindo que as proteínas plasmáticas devem ter 

atravessado o endotélio cerebral [31,33].  

 Sequelas neurológicas são comuns de se observar em crianças que 

tiveram MC, que podem adquirir cegueira cortical persistente, surdez, ataxia, 

paresia, hemiplegia, epilepsia, paralisia cerebral severa, dano cognitivo e déficit 

de linguagem [31,34] A maior parte dos distúrbios neurológicos mencionados 
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acima costumam desaparecer dentro de seis meses, entretanto o dano 

cognitivo pode ser persistente [35], sendo que problemas de déficit de atenção 

podem se desenvolver após seis meses do quadro de MC [36]. É importante 

ressaltar que, dos indivíduos sobreviventes à MC, 10 a 20% desenvolvem 

algum tipo de disfunção cognitiva ou física de longo prazo [35,37,38], 

evidenciando que mesmo com os tratamentos atuais disponíveis a sobrevida é 

baixa e ainda há o risco de sequelas neurológicas futuras.  

 

1.2.1 Papel do óxido nítrico na vasoconstrição na malária cerebral 

 

O óxido nítrico (NO) é uma pequena molécula gasosa e lipofílica, 

relativamente estável, mas rapidamente destruída pelo oxigênio, que se 

difunde pelas células e age como um mediador ubíquo em uma variedade de 

processos biológicos [39]. Ele é a molécula de menor peso molecular secretada 

pelas células dos mamíferos e possui meia-vida em torno de 3 a 60 segundos. 

O NO, dependendo da situação, pode ser oxidante ou redutor, citotóxico e 

vasodilatador e pode modular tanto reações inflamatórias como anti-

inflamatórias. Essa molécula possui alta afinidade com o grupamento heme, 

presente em diversas proteínas intracelulares, como ciclooxigenase, guanilato 

ciclase solúvel (sGC), hemoglobina e óxido nítrico sintase (NOS) [40]. 

Durante um ciclo catalítico completo, a enzima NOS, presente no citosol, 

converte uma molécula do aminoácido L-arginina e duas de O2 em uma 

molécula de NO, uma de L-citrulina e duas de água (H2O) [41]. A L-arginina 

pode ser alternativamente metabolizada pela arginase em ureia e L-ornitina, 

reduzindo a produção de NO e contribuindo para alguns distúrbios vasculares 

[42].  

A NOS possui três isoformas: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal 

(nNOS), ambas constitutivas, e NOS induzida (iNOS), sendo esta induzível por 

resposta do sistema imunológico. Os monômeros individuais de NOS não 

desencadeiam qualquer atividade enzimática mas, quando ligadas à unidade 

{Zn(Cys)}4, passam para a forma homodimérica ativa [41]. Todas as três 

isoformas requerem os cofatores nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(NADPH), tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinucleotídeo (FAD), 
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flavina mononucleotídeo (FMN) e o grupamento heme. A ligação do cofator 

BH4 é importante para estabilizar a forma dimérica ativa da enzima eNOS [43]. 

As formas eNOS e nNOS requerem a ligação de calmodulina para a atividade 

enzimática, sendo que sua afinidade pela enzima pode depender ou não das 

concentrações de cálcio. Já a iNOS, embora também dependente da 

calmodulina, não depende dos níveis de cálcio [41] (figura 1.3).  

 

 

 

Figura 1.2 - Mecanismos catalíticos e estrutura da NOS funcional 
(A) Os elétrons de NADPH são transferidos pelos monômeros de NOS para FAD e FMN e 
possuem capacidade de reduzir O2 em O2

-. Os monômeros podem ligar calmodulina (CaM) ao 
seu domínio redutase, aumentando a transferência de elétrons dentro desse domínio. Os 
monômeros de NOS não conseguem se ligar ao cofator BH4 e ao substrato L-arginina (L-arg), 
sendo incapaz de catalisar a produção de NO. (B) Na presença do grupamento heme a NOS 
forma um dímero funcional, sendo o heme essencial para conseguir transferir elétrons das 
flavinas para o heme do monômero oposto. O fluxo de elétrons ocorre apenas de um domínio 
redutase de um monômero para o domínio oxigenase do outro monômero. Quando há BH4 e 
quantidade suficiente de L-arg, os dímeros de NOS acoplam seus heme e reduzem O2, 
sintetizando NO e L-citrulina (L-cit). Todas as isoformas de NOS possuem um íon de zinco 
(Zn), essencial para a ligação de BH4 e L-arg. A transferência de elétron do domínio redutase 
(*) habilita o heme férrico da NOS (Fe3+) a ligar O2 e formar Fe2+. O Fe2+ pode receber um 
segundo elétron (**) de BH4 ou do domínio redutase. O BH4 oxidado resulta em BH3

•, que pode 
ser reciclado para BH4 pela própria NOS, usando um elétron provindo das flavinas. O ácido 
ascórbico (AscH) também pode reduzir o radical BH3

• para BH4. [44] 

 

 A isoforma iNOS possui capacidade imunoprotetora, combatendo vírus e 

bactérias durante alguma infecção, não sendo expressa em células somáticas 

saudáveis, porém pode ser rapidamente transcrita em resposta a alguma 

infecção. Ela pode produzir altas concentrações de NO em um curto período de 

tempo, o que não ocorre com a eNOS e nNOS. Quando induzida por citocinas 

e lipopolissacarídeos (LPS, TNF-α, interleucina-1β [IL-1β], interferon-γ [IFN-γ]) 
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nos macrófagos produz NO, que no fagolisossomo se combina com espécies 

reativas de oxigênio formando peroxinitrito, com efeito citostático, por inibição 

de enzimas contendo ferro, podendo causar fragmentação do DNA. Ela 

também pode atuar em células tumorais [40,41,45]. 

 A isoforma nNOS, apesar de ter ‘neuronal’ em seu nome, pode ser 

encontrada no cérebro, nas terminações nervosas e nos músculos. Ela pode 

modular diversos processos cardiovasculares, atuando no relaxamento da 

musculatura lisa e vasodilatação, na regulação central da pressão sanguínea, 

na transmissão sináptica do sistema nervoso central e ainda está envolvida na 

formação de memória. Sob condições normais, a nNOS também participa de 

muitos processos no cérebro, como na neurogênese, e seu mau funcionamento 

pode ajudar a desenvolver doença de Parkinson e danos por isquemia cerebral 

[40,41,45]. O NO gerado pela nNOS é parte importante da regulação fisiológica 

do fluxo sanguíneo cerebral pela chamada unidade neurovascular, composta 

por endotélio, pericitos, neurônios e terminações de astrócitos, tendo um papel 

integrador entre as demandas metabólicas e o fluxo sanguíneo cerebral [46]. 

 Já a isoforma eNOS é de extrema importância para a homeostase do 

sistema cardiovascular. Ela é essencial para o processo de vasodilatação e, 

para isso, é necessária a integridade do endotélio vascular. O endotélio regula 

o tônus vascular, estrutura e função por meio do controle da liberação de 

diversos mediadores, inclusive NO derivado da eNOS. A inibição ou ausência 

dessa isoforma leva à diminuição da produção de NO, causando 

vasoconstrição, hipertensão e aneurismas severos em alguns casos. A 

regulação do VEGF é também realizada pela eNOS, inibindo a proliferação de 

células da musculatura lisa vascular, por meio da inibição do influxo de Ca2+ 

dependente de guanosina monofosfato cíclica (cGMP). Outro mecanismo 

antiproliferativo do NO inclui a inibição da atividade da arginase e ornitina 

descarboxilase, reduzindo a formação de poliamidas necessárias para a 

síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA). O NO produzido no endotélio, além 

de induzir o relaxamento do tônus vascular e possuir importante papel na 

proliferação celular, também reduz a adesão leucocitária e agregação 

plaquetária, pois inibe interações de células sanguíneas circulatórias com a 

parede do vaso [40,41,45,47]. 
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 No processo de vasodilatação, o NO produzido nas células endoteliais 

difunde pela membrana das células musculares lisas, presentes nos vasos, ou 

para as plaquetas, e se liga ao grupamento heme da sGC, ativando-a. Quando 

a sGC se encontra ativada, catalisa a conversão da guanosina trifosfato (GTP) 

em cGMP. Esse processo inibe a reatividade plaquetária, enquanto aumenta as 

concentrações de cGMP nas células musculares lisas dos vasos, o que ativa a 

proteína quinase G-1 (PKG-1). A PKG-1 fosforila os canais de K+ ativados por 

Ca2+, resultando na abertura desses canais e permitindo a perda do K+ 

intracelular, hiperpolarizando a membrana plasmática e reduzindo o influxo de 

Ca2+ por meio dos canais de Ca2+ tipo L (dependentes de voltagem). Além 

disso, a PKG-1 também pode fosforilar os canais de Ca2+ tipo L, inibindo a 

função do canal, fosforilar o receptor de inositoltrifosfato (IP3) associado ao 

substrato de cGMP quinase (IRAG) e fosforilar a proteína fosfolambam, 

localizada no retículo sarcoplasmático. A fosforilação da IRAG leva à inibição 

da atividade do receptor de IP3, suprimindo a liberação de Ca2+ intracelular, 

enquanto a fosforilação da fosfolambam ativa seu efeito inibitório na ATPase do 

retículo sarcoplasmático, promovendo o sequestro de Ca2+ nessa região. Essas 

múltiplas fosforilações resultam na queda dos níveis intracelulares de cálcio 

livre, causando uma diminuição na formação de complexos Ca2+-calmodulina, 

que se ligariam às quinases da cadeia leve da miosina, presente na 

musculatura, levando ao relaxamento do músculo liso, dilatando o vaso. Além 

disso, a PKG-1 pode ativar a fosfatase da cadeia leve da miosina para diminuir 

a fosforilação desta cadeia, também contribuindo para a vasodilatação [39,47-

49] (figura 1.3). 
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Figura 1.3 - Mecanismos para a formação de NO e vasodilatação 
Na célula endotelial, com os estímulos do fluxo sanguíneo, tensão de cisalhamento na 
membrana celular e ligação de agonistas no receptor de Ca2+, aumentam os níveis 
intracelulares de Ca2+, levando à formação de complexos Ca2+-calmodulina. Esses complexos 
ativam a enzima eNOS e, quando ativada, ela gera uma molécula de NO e uma de L-citrulina a 
partir da L-arginina e O2, mas apenas com a participação de BH4 e NADPH (BH4 faz a eNOS 
ficar na sua forma ativa dimérica e NADPH doa elétrons). O NO gerado pode se difundir para 
as plaquetas, inibindo a função plaquetária, ou difundir para as células musculares lisas 
presentes nos vasos. Nas células musculares lisas, o NO liga-se e ativa a sGC, a qual catalisa 
a conversão de GTP em cGMP. A cGMP ativa a PKG-1, levando a múltiplas fosforilações de 
proteínas celulares, como IRAG/IP3 (inibe a liberação de Ca2+), fosfolamban (P’Lamban; 
aumenta o sequestro de Ca2+ para o retículo sarcoplasmático) e fosfatase da cadeia leve de 
miosina. A PKG-1 também fosforila os canais de Ca2+ tipo L e os canais de potássio (K+) 
ativados por Ca2+, reduzindo os níveis intracelulares de Ca2+. A redução do Ca2+ intracelular e a 
fosforilação da cadeia leve da miosina levam ao relaxamento vascular [47]. 

 

O NO endógeno pode exercer efeitos antioxidantes nas células 

vasculares quando aumenta a expressão da enzima antioxidante superóxido 

dismutase, a qual catalisa a dismutação do ânion superóxido (O2
-) para 

peróxido de hidrogênio (H2O2) [50]. Esse efeito pode acontecer por meio da 

regulação positiva da expressão de ferritina e heme oxigenase-1 (HO-1), que 

diminui as concentrações de O2
- nos vasos sanguíneos. Entretanto, H2O2 

também pode atenuar o estresse oxidativo por meio da ativação da eNOS pela 

oxidação de proteínas quinases redox sensitivas, que promovem a fosforilação 
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da eNOS. Esse efeito aumenta a habilidade vascular de diminuir o estresse 

oxidativo [51]. Por outro lado, a interação do NO com o O2
- resulta na formação 

de peroxinitrito (NO3
-) e dióxido de nitrogênio (NO2) e esses compostos reagem 

com proteínas, lipídios ou DNA, causando estresse oxidativo, potencializando a 

lesão inflamatória nas células vasculares. Quando os níveis de NO aumentam 

como, por exemplo, resultado da regulação positiva de iNOS, a formação de 

peroxinitrito prevalece e prejudica a homeostase vascular, resultando em 

disfunção endotelial, um fator importante na hipertensão. As espécies reativas 

de oxigênio podem ainda oxidar cofatores na eNOS, como BH4, levando à 

mudança da forma dimérica para monomérica da enzima e, na conformação 

monomérica, a eNOS está desacoplada, sintetizando O2
- ao invés de NO, o 

que também irá resultar em danos ao sistema cardiovascular [41,47,49]. 

A expressão de HO-1, uma enzima que cataboliza o grupamento heme 

em ferro, biliverdina e monóxido de carbono (CO), é regulada pelo heme livre, 

liberado em grandes quantidades em processos hemolíticos como na malária. 

É postulado que o heme possui um papel importante na patogênese da malária 

cerebral, pois na presença de H2O2, o heme pode causar a ruptura da barreira 

hematoencefálica [52]. Em diversos modelos, como de hipertensão, inflamação 

pulmonar, isquemia cardíaca e de malária cerebral, a HO-1 mostrou efeito 

citoprotetor, com propriedades anti-inflamatórias. A indução farmacológica de 

HO-1 e a exposição de CO previnem a ruptura da barreira hematoencefálica, o 

congestionamento da microvasculatura cerebral e a neuroinflamação 

encontrada na malária, por meio da ligação do CO à hemoglobina, prevenindo 

a oxidação da mesma e a geração de heme livre. Além disso, o CO pode limitar 

os efeitos deletérios da inflamação por meio da inibição da via do fator nuclear 

κB, inibindo a geração de citocinas pró-inflamatórias, e prevenindo a ativação, 

agregação plaquetária e apoptose em diversos tipos celulares [52,53]. Um dos 

possíveis mecanismos, ainda não investigado, pelo qual a indução de HO-1 

seria benéfica na malária cerebral é que o CO também tem a capacidade de se 

ligar à sGC e ativá-la, aumentando os níveis de cGMP, e esses níveis são 

significativamente menores do que quando a sGC é ativada pelo NO [54]. 

Deste modo, o CO assim produzido teria efeito semelhante ao do NO em 

reverter o processo vasoconstritivo, restaurando o fluxo sanguíneo. 
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Tem sido postulado que o NO possui tanto efeito citoprotetor como 

citotóxico na malária. A hipótese do efeito protetor se deve ao fato de que 

alguns estudos mostraram que durante a MC os altos níveis de citocinas 

inflamatórias estimulam a atividade da iNOS em macrófagos, aumentando a 

produção de NO e, consequentemente, peroxinitrito, que vai agir sobre os 

parasitas, destruindo-os [55]. Nos tecidos, o NO metabolizado a peroxinitrito 

em condições de estresse oxidativo pode causar mudanças estruturais no 

DNA, podendo degenerar neurônios e talvez ser o responsável pelo coma 

irreversível em pacientes com MC [56]. Existe ainda a possibilidade de efeito 

citotóxico atribuído ao NO pelo fato de tal molécula poder se difundir pela 

barreira hematoencefálica e penetrar o tecido cerebral, destruindo neurônios 

através da inibição da citocromo c oxidase, que é o complexo IV da cadeia 

transportadora de elétrons na respiração celular, ligando-se reversivelmente à 

sua porção heme [57]. Entretanto, como descrito a seguir, vários estudos têm 

consolidado a noção de que na malária grave o problema não é o excesso de 

NO e sim sua baixa biodisponibilidade. 

No estudo de Anstey et al. [58] foi observado em crianças da Tanzânia 

com malária grave que os níveis plasmáticos e urinários de nitrito e nitrato 

(marcadores indiretos da disponibilidade de NO) estavam inversamente 

relacionados à gravidade da doença. Os níveis plasmáticos de IL-10, uma 

citocina que inibe a síntese de NO, aumentavam com a gravidade da doença. 

Além disso, a expressão da iNOS era observada em todas as crianças 

controles mas era indetectável nas crianças com MC, mostrando que a 

supressão da síntese de NO contribuía para a patogenia da malária e 

reforçando seu papel protetor. Dessa forma, foi notado que durante a MC pode 

ocorrer baixa biodisponibilidade de NO devido ao seu sequestro pela 

hemoglobina livre, liberada com o rompimento das hemácias, e a arginase, 

também liberada na hemólise, que compete pelo mesmo substrato da enzima 

geradora de NO, o aminoácido L-arginina [58,59]. Ao diminuir os níveis desse 

aminoácido, não há precursor para formar o NO, diminuindo os seus níveis 

séricos no organismo doente [60]. A dimetilarginina assimétrica (ADMA), um 

inibidor endógeno de NOS, se encontra em níveis elevados no plasma de 

pacientes adultos com malária grave e está associado à baixa 
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biodisponibilidade de NO vascular e pulmonar, sugerindo que a inibição de 

NOS pela ADMA deve contribuir para o aumento de mortalidade nessa doença 

[61]. Já as crianças sob o mesmo quadro apresentam níveis reduzidos de 

ADMA, apesar da hipoargininemia ser mais intensa do que nos adultos [62]. 

Como o NO possui um importante papel na manutenção do tônus 

vascular, regulando o fluxo sanguíneo e modulando as moléculas de adesão 

celular endotelial, quando há redução dos níveis plasmáticos de NO na MC 

ocorre disfunção endotelial nos microvasos cerebrais, causando vasoconstrição 

e diminuição do fluxo sanguíneo cerebral. Isso leva à diminuição dos níveis de 

oxigênio no tecido cerebral, ocorrendo hipóxia, isquemia e levando o indivíduo 

ao coma [63,64]. Com a suplementação de L-arginina intravenosa em 

pacientes com malária falciparum moderada e grave, a taxa de função 

endotelial foi aumentada, assim como a taxa de NO exalado e diminuição dos 

níveis de lactato, o qual está associado à disfunção endotelial. Isso mostrou 

que a disfunção endotelial na malária poderia ser revertida com L-arginina, pois 

recuperaria da hipoargininemia e da acidose láctica [63,65]. No entanto, outro 

estudo de Yeo e colaboradores [66] mostrou que apesar da infusão de L-

arginina por 8 horas ser segura, não promoveu o clareamento de lactato e 

também não aumentou a biodisponibilidade de NO.  

 

1.3 Modelo de malária cerebral experimental  

 

 Muitos estudos têm sido conduzidos para a compreensão dos processos 

fisiopatológicos da MC, e na tentativa de desenvolver terapias mais eficazes. 

Apesar dos esforços, o estudo da MC ainda é muito complicado devido às 

limitações das abordagens exploratórias possíveis em pacientes, e por isso 

grande parte das informações disponíveis foram obtidas com o estudo de 

cérebros post-mortem. Como a maior parte das pesquisas de MC humana são 

de amostras de casos fatais, torna-se difícil descrever a sequência de eventos 

que resultou no desenvolvimento da MC e até mesmo analisar fatores 

intervenientes no desfecho, seja tal a morte ou o sucesso do tratamento [19]. 

 A partir dos anos 1970, os cientistas começaram a tentar simular em 

hamsters, ratos e camundongos a MC humana por meio da infecção por P. 
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berghei ou P. yoelli, mas os modelos falharam em definir qual linhagem seria 

mais adequada, tanto dos animais como do plasmódio. Em 1982, Rest [67] 

conseguiu mostrar que a infecção por P. berghei ANKA (PbA) em algumas 

linhagens de camundongos reproduzia as características da MC humana, com 

hemorragias cerebrais, alta parasitemia e sequestro de monócitos, eritrócitos 

parasitados e não parasitados nos vasos cerebrais. Modelos de MC em 

primatas foram também descritos, porém, estes possuem alto custo e são 

restritos por questões éticas [19]. 

O modelo murino, ou modelo de malária cerebral experimental (MCE), 

apresenta os sinais clínicos de uma síndrome neurológica com convulsões, 

ataxia, paralisia das patas e coma [68]. Ele possui algumas diferenças 

patológicas como, por exemplo, há maior sequestro de leucócitos nos vasos 

cerebrais ao invés de hemácias parasitadas. Por esse motivo, a relevância do 

modelo tem sido debatida [69-72]. 

Como em todo modelo experimental, onde a representação de uma 

doença em um animal nunca se dará da mesma forma que na humana, esse 

modelo possui diversas características semelhantes à MC humana. Em ambas, 

ocorre rápida deterioração nas condições dos indivíduos infectados quando os 

sinais clínicos da MC se tornam aparentes, podendo ir a morte em poucas 

horas após o desencadeamento da síndrome neurológica. Em ambos os casos, 

os indivíduos afetados apresentam microhemorragias difusas, vazamento 

vascular, edema, disfunção endotelial, aumento de adesão de células como 

ICAM-1, quebra da barreira hematoencefálica, vasoconstrição, obstrução 

mecânica dos vasos por acúmulo de células e baixa biodisponibilidade de NO 

[23,73,74]. O acesso direto à hemodinâmica da pia mater por microscopia 

intravital em camundongos com a doença mostrou que a MCE está associada 

à hipóxia progressiva no tecido cerebral e acidose [75]. Os distúrbios na 

hemodinâmica da microcirculação cerebral têm se mostrado semelhantes aos 

observados na retina in vivo de pacientes com MC, com estreitamento do 

lúmen vascular pela aderência de leucócitos, o que é similar aos supostos 

defeitos causados pelo acúmulo de hemácias parasitadas nos vasos retinianos, 

redução do fluxo sanguíneo e vasos ocluídos com áreas de fraca ou nenhuma 
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perfusão, sendo equivalente aos ghosts vessels de clareamento retiniano 

[21,22,74] (figura 1.2).  

Os animais infectados com PbA também apresentam déficit cognitivo, 

assim como em humanos. Isso pode ser observado por meio da análise do 

desempenho dos animais em testes comportamentais, como na tarefa de 

campo aberto, reconhecimento de objetos, esquiva inibitória, labirinto aquático 

de Maze, entre outros. A memória visual se mostra prejudicada em tais testes, 

demonstrando dificuldade no aprendizado e aquisição de memória, o que 

parece estar diretamente ligado a inflamação, hemorragia e ativação microglial 

[76]. A memória de longo prazo parece ser afetada a partir do 5º dia de 

infecção, com morte celular e aumento de citocinas inflamatórias (IL-6, TNF-α, 

IFN-γ) no hipocampo e córtex frontal. Esta neuroinflamação influencia na 

expressão de neurotrofinas, como o fator neurotrófico derivado do cérebro e o 

fator de crescimento neuronal, importantes para a função, sobrevivência e 

desenvolvimento dos neurônios, comprometendo a neurogênese hipocampal 

[77]. Os achados sobre a cognição na MCE podem variar, pois em alguns 

estudos os tratamentos são realizados antes do estabelecimento da MCE, 

como um pré-tratamento e, em outros, após aparecimento dos sinais clínicos 

característicos da doença [78-80].  
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Figura 1.4 - Microvasos cerebrais de camundongos C57BL/6 infectados com PbA GFP 
Na imagem D, é mostrada a diminuição do diâmetro de uma vênula pela aderência de 
leucócitos ao endotélio (asteriscos); os pontos brilhosos são as hemácias parasitadas com PbA 
GFP (proteína verde fluorescente). Na imagem E, vasos previamente perfundidos com 
albumina-FITC (usado para melhor visualização dos vasos nas imagens); o vaso apontado pela 
seta preta não foi perfundido por causa do bloqueio de leucócito (asterisco), o qual obstruiu 
totalmente o fluxo naquela região. Na imagem G, pequenos vasos não perfundidos, com 
ausência de fluxo e consequente desaparecimento (setas brancas), associadas com outros 
vasos sem fluxo (seta preta). Adaptado de Cabrales et al. [74] 

 

Todas essas similaridades fazem com que o modelo seja adequado para 

a compreensão dos diferentes aspectos envolvidos na fisiopatologia da MC, do 

papel de alguma célula, molécula ou via de desenvolvimento da doença, 

podendo ser usado para descobrir novos alvos terapêuticos e para testes de 

diferentes terapias contra a MC. Além de pesquisas de novas terapias para 

diminuir a mortalidade dos indivíduos afetados, estas também podem ser 

voltadas para a diminuição do dano cognitivo causado pela MC [78-80]. 

As similaridades entre a MC humana e a MCE são particularmente fortes 

e relevantes no que se refere à vasculopatia [70,81], em especial à disfunção 

endotelial e à baixa biodisponibilidade de NO e suas consequências. Estudos 

apontam que a causa principal do coma e morte pela MC é a obstrução do 

fluxo sanguíneo cerebral, resultante da vasculopatia grave [74,82]. 

Nosso grupo tem usado a MCE principalmente para estudar o processo 

de vasoconstrição associada à baixa biodisponibilidade de NO, tentando 

reverter a diminuição do fluxo sanguíneo por meio de terapias adjuvantes.  

   

1.3.1 Contribuições de nosso grupo para o entendimento da disfunção 

vascular na MCE 

 

 Nosso grupo vem realizando diversos estudos utilizando metodologias 

como microscopia intravital de janela fechada em camundongos para estudar 

diretamente in vivo o papel da microcirculação cerebral tanto na patogenia 

quanto na terapêutica da MCE. Em 2010, foi publicado um vídeo-artigo 

descrevendo tal procedimento, que permite examinar diferentes aspectos na 

superfície cerebral, como: potencial hidrogeniônico (pH) e pressão parcial de 

oxigênio (PO2) nos vasos e tecido, aderência de leucócitos, hemácias e 

plaquetas, apoptose e necrose de neurônios e células endoteliais, perfusão, 
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velocidade das hemácias, fluxo sanguíneo, diâmetro vascular etc. [83]. No 

estudo de Cabrales et al. [74], foi mostrado por meio desse mesmo sistema 

que a MCE está associada a alterações marcantes na microcirculação cerebral, 

com bloqueio do fluxo e aparecimento de vasos fantasmas, colapso vascular, 

vasoconstrição e consequente queda do fluxo sanguíneo cerebral, sendo que 

em alguns casos tais fenômenos eram agravados pela ocorrência de 

hemorragias. Dois estudos foram realizados para traçar um paralelo entre tais 

alterações e o fenômeno de vasospasmo, observado em pacientes com 

hemorragia subaracnóidea. Com modelo de MCE, foi feito tratamento com 

nimodipina, um bloqueador de canais de Ca2+ tipo L usado para prevenir 

vasospasmo cerebral em humanos. Em ambos, a administração de nimodipina 

em conjunto com um antimalárico, artemeter ou artesunato, aumentou 

significativamente a sobrevida, induziu vasodilatação e aumentou o fluxo 

sanguíneo da pia mater. Esse dado indicou que a administração de drogas 

adjuvantes que causam relaxamento dos vasos pode ser o caminho para o 

tratamento da MCE [74,84]. 

 Gramaglia e colaboradores [85] demonstraram que os camundongos 

com deficiência nas enzimas eNOS e iNOS possuíam mortalidade e 

parasitemia similar aos animais controles, entretanto, quando tratados com um 

doador de NO (dipropilenotriamina NONOate [DPTA-NO]), ficaram clinicamente 

indistinguíveis dos animais não infectados, enquanto os animais controles 

infectados já se encontravam em um estágio moribundo. A administração de 

NO exógeno restaurou as sinalizações no cérebro mediadas pelo NO, reduziu 

claramente o vazamento vascular e a hemorragia petequial no cérebro e 

diminuiu os biomarcadores pró inflamatórios no sangue. Ou seja, o NO 

exógeno não diminuiu a parasitemia, mas forneceu significativa proteção contra 

a MCE. O trabalho de Cabrales et al. [86] mostrou por meio de microscopia 

intravital que a suplementação de NO com DPTA-NO também preveniu a 

vasoconstrição e aumentou o fluxo sanguíneo em camundongos infectados 

com PbA, com arteríolas e vênulas de menor diâmetro respondendo melhor ao 

tratamento do que vasos de maior diâmetro. Além disso, o NO exógeno 

forneceu proteção contra hemorragias cerebrais e inflamação. Esse tipo de 

estudo mostra que a proteção de NO na MC está associada com a diminuição 
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do dano vascular e a melhora da hemodinâmica na microcirculação cerebral. 

Apesar das melhoras observadas com o DPTA-NO, ele não impediu 

completamente o processo inflamatório e as complicações microcirculatórias 

[86,87]. A administração de um doador e reservatório fisiológico de NO, 

glutationa S-nitrosilada (GSNO), também mostrou proteção contra o 

desenvolvimento da MCE [88].  

 Em outro estudo com MCE, foi realizado tratamento com gliceril trinitrato 

transdermal juntamente com artemeter. O gliceril trinitrato é usado no 

tratamento de angina e falha cardiovascular por sua atividade dilatadora em 

artérias e veias largas. Ele induz o processo de biotransformação por 

denitrificação, formando NO, o qual vai ativar a sGC que irá relaxar a 

musculatura lisa do vaso, além de também diminuir o processo inflamatório. 

Esse tratamento aumentou a sobrevida de 47% para 79%, sustentou a 

reversão da vasoconstrição arteriolar na MCE, e não diminuiu 

significativamente a pressão arterial nos camundongos infectados com 

hipotensão, demonstrando que essa terapia adjuvante baseada na reposição 

de NO pode ser uma candidata para o tratamento de MC [89]. 

Ong et al. [90] demonstraram que as enzimas eNOS e nNOS estão 

desacopladas na MCE, provavelmente por causa do estresse oxidativo, 

explicando um potencial mecanismo responsável para a disfunção da NOS 

nessa doença. A superfusão da pia mater com acetilcolina ou N-metil-D-

aspartato (NMDA), que induzem vasodilatação dependente de eNOS e de 

nNOS, respectivamente, mostrou insensibilidade da resposta arteriolar cerebral 

a esses compostos nos animais infectados com MCE, não aumentando os 

níveis de NO. A resposta foi parcialmente recuperada pela suplementação 

exógena de BH4. As arteríolas cerebrais dos animais infectados por P. berghei 

NK65, um modelo que não desenvolve MCE, responderam à superfusão com 

acetilcolina ou NMDA, e as respostas não foram significativamente afetadas 

pela adição de BH4, indicando que a disfunção de eNOS e nNOS no cérebro 

ocorre especificamente na MCE. Também foi observado que ocorre diminuição 

da atividade total da NOS, aumento dos níveis de peroxidação lipídica e 

aumento de monômeros de eNOS e nNOS no cérebro, realçando que estas 

enzimas encontram-se desacopladas e, consequentemente, disfuncionais 
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durante a MCE. Ao realizar perfusão com GSNO obteve-se resposta das 

arteríolas cerebrais, mas com pouca intensidade, indicando que não há só 

deficiência na produção de NO mas, igualmente, a sinalização encontra-se 

prejudicada.  

 

1.4 Atuação dos ativadores e estimuladores da sGC na vasodilatação 

 

 Como mencionado anteriormente, a molécula de NO produzida nas 

células endoteliais difunde-se para as células musculares lisas vasculares e se 

liga à sGC, ativando-a. Esta, por sua vez, irá transformar o GTP em cGMP, 

ocorrendo múltiplas fosforilações que irão levar ao relaxamento da célula, 

dilatando o vaso sanguíneo e aumentando o fluxo sanguíneo local. A via NO-

sGC-cGMP, além de levar à vasodilatação, também inibe o recrutamento 

leucocitário, agregação plaquetária e proliferação das células musculares lisas. 

Portanto, a sGC é uma importante reguladora do sistema cardiovascular, 

estando presente nas plaquetas e nas células musculares lisas dos vasos 

sanguíneos [44,47].  

 A sGC é uma proteína citosólica e heterodimérica, que consiste em uma 

subunidade α e uma β, com um grupo prostético heme localizado na 

subunidade β.  Resumidamente, o NO estimula a atividade da sGC por meio da 

sua ligação ao Fe2+ do grupamento heme, o qual induz a clivagem da ligação 

Fe2+-histidina, levando a reorganizações conformacionais que são propagadas 

na subunidade catalítica, onde a produção de cGMP a partir de GTP aumenta. 

A sGC pode existir em duas formas diferentes: a forma nativa ou também 

chamada de reduzida, que contém o grupamento heme (o receptor endógeno 

para o NO), e a forma sem o grupamento heme, encontrada quando ocorre 

estresse oxidativo. Em diversas doenças cardiovasculares pode ocorrer 

estresse oxidativo, formando espécies reativas de oxigênio, as quais são 

capazes de oxidar o ferro (Fe2+ para Fe3+) presente no heme, resultando na 

perda do grupamento heme e tornando a sGC disfuncional. A forma livre do 

grupamento heme é rapidamente degradada por ubiquitinilação [91]. 

 Há quase duas décadas foi descoberta uma classe de compostos que 

são capazes de ativar as duas formas da sGC, independentemente da 
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presença do NO: os estimuladores e ativadores da sGC. Os estimuladores 

possuem duas formas de ação, podendo agir de forma sinérgica com o NO 

endógeno, sensibilizando a sGC para baixos níveis de NO, ou estimulando 

diretamente a forma nativa da enzima mesmo na ausência do NO. Já os 

ativadores atuam apenas na forma inativa da sGC, livre do grupamento heme, 

ou seja, a enzima poderá funcionar mesmo quando o NO não possuir mais 

efeito. Estimulando ou ativando a sGC, ela poderá aumentar os níves de cGMP 

levando ao processo de vasodilatação [91,92] (figura 1.5).  

 

 

 

Figura 1.5 - Ação dos estimuladores e ativadores da sGC 
Na forma nativa da enzima sGC, contendo o grupamento heme, o estimulador estabiliza o 
complexo nitrosil-heme (exibido no lado esquerdo) e exibe forte sinergismo com NO. Quando 
há alto estresse oxidativo, NO pode ser transformado em peroxinitrito, causando dano tecidual. 
O estresse oxidativo faz com que a sGC perca o grupamento heme, inutilizando a enzima. 
Assim, os ativadores atuam na forma que não possui o grupamento heme, se ligando à região 
onde estaria esse grupamento (exibido no lado direito) ou também podendo se ligar a esta 
região quando há fraca ligação do heme prostético da sGC, protegendo-a da degradação 
proteossomal. Tanto o estimulador como o ativador tornam a sGC ativa, independente da 
presença do NO, conseguindo com que esta converta o GTP em GMPc, levando à 
vasodilatação e proteção tecidual [91]. 
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 Desde a descoberta de tais compostos, diversos testes foram realizados, 

já que os cientistas estavam à procura de moléculas que induziriam a 

vasodilatação em condições de baixa biodisponibilidade de NO ou quando o 

organismo desenvolvesse tolerância a nitratos orgânicos. Os nitratos orgânicos 

dilatam as grandes artérias coronárias, aumentam o fluxo sanguíneo colateral, 

ativam fatores anti-agregantes por meio do aumento de cGMP nas plaquetas. 

Porém, longas exposições aos nitratos limitam a eficácia por gerar sérios 

efeitos colaterais, como tolerância ao composto e disfunção endotelial, 

prejudicando o relaxamento vascular [93]. Esse quadro é muito comum em 

pacientes que realizam tratamentos para hipertensão com nitratos (como por 

exemplo, nitroglicerina), não respondendo mais às doses que eram utilizadas 

no início do tratamento, necessitando de aumento da dosagem ou troca de 

tratamento. Diversas modificações nas estruturas químicas dos compostos 

foram feitas, surgindo algumas versões aperfeiçoadas tanto dos estimuladores 

como dos ativadores [91,92].  

 Atualmente, segundo as observações feitas de muitos estudos, os 

compostos mais promissores, isto é, com melhores respostas aos tratamentos, 

são o riociguat (BAY 63-2521), estimulador da sGC, e o cinaciguat (BAY 58-

2667), ativador da sGC (figura 1.6). O cinaciguat foi para a fase IIb de estudos 

clínicos em pacientes com insuficiência cardíaca descompensada aguda, mas 

seus testes foram parados pela dificuldade em controlar a redução da pressão 

sanguínea [91]. Já o riociguat foi para a fase III, mostrando-se um vasodilatador 

sistêmico, com ótimos resultados para o tratamento de hipertensão arterial 

pulmonar (PAH) e hipertensão pulmonar tromboembólica crônica (CTEPH) [92]. 

Ele possui um perfil farmacocinético superior aos outros estimuladores e boa 

biodisponibilidade oral entre diferentes espécies [91]. O riociguat já se encontra 

para vendas sob o nome de Adempas® (Bayer) para tratamento de PAH.  
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Figura 1.6 – Estrutura química do riociguat e cinaciguat [91] 

 

 Para estudar o efeito do cinaciguat in vivo, Thoonen e colaboradores [94] 

utilizaram camundongos que expressavam apenas a sGC livre de heme. Os 

animais desenvolveram hipertensão e os efeitos hemodinâmicos do NO foram 

abolidos, porém, os que foram tratados com cinaciguat voltaram a ter as 

respostas que seriam causadas pela presença do NO. Isso mostrou que, de 

fato, a regulação da pressão sanguínea, a inibição da agregação plaquetária e 

o relaxamento da musculatura lisa necessitam da ativação da sGC pelo NO. 

Também foi observado que a hipotensão e mortalidade induzida por TNF no 

colapso cardiovascular foram mantidas nesses animais, sugerindo que outras 

vias além da sinalização por sGC medeiam esse quadro durante o choque.  

Logo, esse modelo experimental é interessante, pois permite a diferenciação 

entre os efeitos da sGC dependentes e independentes do NO e entre os efeitos 

da sGC heme-dependente e heme-independente.  

 O cinaciguat já foi utilizado em variados estudos de diferentes doenças. 

Por exemplo, Kalk et al. [95] testaram tal droga no tratamento de ratos com 

nefrectomia. O composto efetivamente diminuiu a pressão sanguínea, reduziu 

a hipertrofia ventricular esquerda e desacelerou a progressão da doença renal, 

apenas usando como alvo terapêutico a sGC oxidada.  

Em outro estudo, que abordou a hipótese de que o cinaciguat poderia 

oferecer proteção contra isquemia/reperfusão no coração, foi observado em 

coelhos que o pré-tratamento reduziu em 63% e 41% o tamanho do infarto e 

reperfusão, respectivamente, enquanto em camundongos reduziu 80% e 63%. 
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Também mostrou que cinaciguat aumentou a atividade da PKG miocardial e 

reduziu a necrose e apoptose dos cardiomiócitos, provando que esta droga 

pode fornecer proteção contra isquemia/reperfusão no coração [96]. 

Vandendriessche e colaboradores [97] demonstraram em camundongos 

que o pós-tratamento com cinaciguat para choque endotóxico após 8 horas do 

quadro pode proteger contra letalidade. A proteção foi relacionada com 

diminuição da hipotermia, dos níveis de IL-6, apoptose dos cardiomiócitos e 

mortalidade. A estabilização da sGC com o cinaciguat preveniu a mortalidade 

quando dada na janela certa de tratamento, o que provavelmente depende da 

quantidade de sGC oxidada. Com esse estudo a equipe pode especular que, 

considerando o papel central da sGC em várias vias requeridas na homeostase 

microcirculatória, o cinaciguat auxilia as funções dos órgãos religando as vias 

de comunicação entre os mesmos.  

Nos testes com riociguat, muitos estudos foram voltados para PAH. 

Como exemplo, pode-se citar o trabalho de Lang et al. [98], que avaliou o efeito 

desta droga em modelo de rato com PAH grave e comparou com os efeitos do 

sildenafil (vasodilatador que atua na inibição da 5-cGMP fosfodiesterase). O 

riociguat apresentou melhores resultados do que o sildenafil, pois diminuiu 

significativamente a pressão sistólica ventricular direita e a hipertrofia do 

ventrículo direito, aumentou o débito cardíaco, diminuiu a resistência pulmonar 

total, além de ter diminuído significativamente a quantidade de artérias 

obstruídas. Em estudos com humanos com PAH associado com doença 

pulmonar obstrutiva crônica, o riociguat causou melhoras significativas na 

média da pressão arterial pulmonar e na resistência vascular pulmonar [99].  

Estudos envolvendo outros órgãos também foram realizados. 

Sharkovska et al. [100] investigaram os efeitos do riociguat no sistema cardio-

renal em modelos de hipertensão de baixa renina e alta renina em ratos. Nos 

dois grupos de animais a droga normalizou a pressão sanguínea e aumentou a 

sobrevida. Também administraram no modelo com baixa renina um inibidor de 

NOS (N-nitro-L-arginina metil ester [L-NAME]) e os resultados foram redução 

das lesões cardíaca e renal, baixa fibrose intersticial cardíaca e renal, 

diminuição de glomeruloscleroses, mostrando que os efeitos observados eram 

independentes de NO. Portanto, o estudo mostrou em modelos diferentes de 
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hipertensão uma potencial proteção contra danos no coração e rins quando 

tratados com riociguat.  

Em outro estudo com riociguat e comparando com sildenafil, foi 

estudado o efeito das duas drogas sobre a fibrose tecidual de diferentes 

etiologias. O riociguat reduziu a diferenciação de miofibroblasto e acúmulo de 

colágeno, mostrando potente efeito antifibrótico. Os efeitos antifibróticos foram 

associados com reduzida fosforilação de quinases reguladas por sinais 

extracelulares. O sildenafil também mostrou bons efeitos antifibróticos, porém 

foram significativamente menos pronunciados do que os exercidos por riociguat 

[101].  

 

1.5 JUSTIFICATIVA 

 

 É evidente que o alto número de mortes e de indivíduos com sequelas 

neurológicas causadas pela MC, mesmo existindo um tratamento, demonstra a 

urgência do desenvolvimento de terapias adjuvantes para tratar essa doença e 

diminuir a incidência de sequelas nos pacientes. Como uma das principais 

características da MC é a vasoconstrição e a diminuição do fluxo sanguíneo 

cerebral em um ambiente de baixa biodisponiblidade de NO, diversos estudos 

vêm sendo realizados para reverter esse quadro. Estudos anteriores de nosso 

grupo têm mostrado que a administração de compostos destinados a gerar NO 

em animais com MCE, em combinação com drogas antimaláricas, tem 

mostrado efeitos benéficos tanto na reversão da vasoconstrição cerebral 

quanto no aumento de sobrevida. Apesar de bons resultados e do potencial de 

tais drogas como terapia adjuvante para malária cerebral, elas podem 

apresentar algumas desvantagens. Uma delas é a necessidade, revelada em 

nossos estudos, da administração de doses elevadas para obtenção dos 

efeitos desejados. No caso de nitroglicerina, por exemplo, as doses 

administradas nos animais com MCE são muito superiores àquelas 

recomendadas para seu uso tradicional, por exemplo no tratamento de angina. 

Uma explicação para isso é o efeito scavenger por exemplo da hemoglobina 

livre, presente em níveis elevados no plasma de animais com malária devido 

ao processo hemolítico, e que pode estar consumindo grande parte do NO 
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exógeno (assim como do endógeno) administrado [89]. Além disso, sendo o 

NO exógeno administrado em grandes quantidades, em um ambiente muito 

oxidativo como no caso de animais com MCE, existe sempre o risco de que, 

em vez de produzir seus efeitos benéficos através de sua interação e 

sinalização via sGC, ele possa reagir com radicais livres e gerar moléculas 

deletérias como o peroxinitrito, nesse caso agravando o estresse oxidativo. 

 Por esses motivos, consideramos que a ativação direta da sGC (que é o 

propósito fundamental da administração de NO exógeno, ou da restauração de 

seus níveis endógenos) seria uma alternativa racional para aumentar os níveis 

de cGMP nos vasos sanguíneos, sem os riscos envolvidos com altas dosagens 

de NO. As estratégias escolhidas envolveram a administração de um 

estimulador de sGC (que induz ativação fazendo uso de níveis baixos de NO) e 

de um ativador de sGC (que induz ativação direta de sGC oxidada), e em 

ambos os casos foram escolhidos compostos já em fase adiantada de estudos 

clínicos, o riociguat e o cinaciguat. Portanto, consideramos que avaliar os 

efeitos destes compostos sobre a MCE pode fornecer informações valiosas, 

permitindo a criação de novas alternativas terapêuticas para a MC.  

 

1.6 HIPÓTESE DE TRABALHO 

 

Devido à baixa biodisponibilidade de NO na MCE, os vasos sanguíneos 

cerebrais apresentam deficiência de sinalização via sGC, com baixa geração 

de cGMP, resultando em vasoconstrição e outros aspectos de disfunção 

vascular, levando a um processo isquêmico, hipóxia e morte dos animais. 

Nossa hipótese é que a estimulação ou ativação de sGC com riociguat ou 

cinaciguat vai restaurar a sinalização de sGC, gerando níveis adequados de 

cGMP, restaurando o fluxo sanguíneo cerebral e aumentando assim a 

sobrevida de animais com MCE em estágio avançado tratados com drogas 

antimaláricas. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Determinar o efeito de intervenções farmacológicas baseadas na 

administração de um estimulador e um ativador da guanilato ciclase solúvel na 

malária cerebral experimental por Plasmodium berghei ANKA.  

 

2.2  Objetivos específicos 

 

Em animais com MCE, determinar o efeito do estimulador de sGC 

riociguat e do ativador de sGC cinaciguat sobre: 

 Fluxo sanguíneo cerebral; 

 Permeabilidade da barreira hematoencefálica; 

 Sobrevida; 

 Dano cognitivo relacionado à memória de curta e longa duração, 

locomotividade e ansiedade. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados nesse estudo camundongos fêmeas C57BL/6 com a 

idade de 8-10 semanas e peso aproximado de 20 gramas. Todos os animais 

foram produzidos pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) e 

mantidos com acesso livre a água e ração, com ciclo claro/escuro de 12 horas 

e sob temperatura constante de 25 ºC. O uso dos animais foi aprovado pelo 

comitê de ética da Fundação Oswaldo Cruz sob a licença L-037/2015 (CEUA/ 

FIOCRUZ).  

 

3.2 Parasito e Infecção 

 

Os animais passagem foram infectados por via intraperitoneal (i.p.) com 

amostras descongeladas de sangue de C57BL/6 infectadas com PbA 

expressando a proteína fluorescente verde (PbA GFP, uma doação do Malaria 

Research and Reference Reagent Resource Center – MR4, Manassas, VA; 

depositado por C.J. Janse and A.P. Waters; MR4 number: MRA-865), 

previamente mantidas em nitrogênio líquido. Após 3-5 dias da infecção do 

camundongo passagem, 5 µL de sangue foram coletados da cauda para 

contagem da hematimetria e parasitemia através da microscopia de campo 

claro. Para infecção do grupo experimental é necessária uma maior quantidade 

de sangue, portanto, o animal passagem foi anestesiado com 150 µL ou mais 

de ketamina (100 mg/kg, Syntec) e xilazina (10 mg/kg, Syntec). Após 

verificação do efeito da anestesia por meio do reflexo podal, o sangue foi 

retirado pelo plexo orbital com uma pipeta Pasteur de vidro. Após o 

procedimento, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.  

 Os animais do grupo experimental receberam por via i.p. o inóculo de 

100 µL contendo 1x106 hemácias parasitadas com PbA GFP. No 6º dia de 

infecção, a parasitemia dos animais foi verificada através da citometria de fluxo 

(BD FACsVerseTM, BD Biosciences, San Diego, CA) e a temperatura corporal 

obtida com o auxílio de um termômetro retal (OAKTON®).  
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O critério para o tratamento dos animais foi a temperatura corporal, que 

deveria se encontrar na faixa de 32,5 ºC a 36 ºC, visto que a hipotermia é uma 

das características do quadro de MCE. Outras características da doença 

podiam ser observadas nesse período, como convulsões, ataxia, paralisia dos 

membros e coma. Nesse estágio, os animais encontram-se em MCE avançada 

e, caso não tratados com antimaláricos, vão a óbito em poucas horas. O 

tratamento com artemeter resulta em sobrevida de 30-50%. Esse protocolo 

experimental foi desenvolvido por nosso grupo [102] para modelar a situação 

clínica de pacientes que dão entrada com MC em hospitais e que requer 

manejo imediato pela alta gravidade e alta mortalidade. Assim sendo, permite a 

avaliação do efeito de intervenções adjuvantes que possam melhorar a 

sobrevida e diminuir a incidência e gravidade de sequelas neurológicas. 

 

3.3 Drogas testadas 

 

Os compostos utilizados nos experimentos foram:  

1. Artemeter (Artesiane®, Dafra Pharma GmbH, Oftringem, Suíça), 

antimalárico, via i.p. na dose de 25 mg/kg (20 µL);  

2. Riociguat (BAY 63-2621, BioVision, Califórnia, EUA), estimulador de 

sGC, 3 mg/kg a 20% DMSO via subcutânea (s.c.) (20 µL DMSO + 80 

µL de salina, totalizando 100 µL por animal);  

3. Cinaciguat (BAY 58-2667, BioVision, Califórnia, EUA), ativador de 

sGC) 300 µg/kg a 1% DMSO via s.c. (1 µL DMSO + 99 µL de salina, 

totalizando 100 µL por animal). 

Foram testadas apenas as dosagens citadas, sempre em dose única. As 

drogas riociguat e cinaciguat foram diluídas previamente em DMSO, separadas 

em alíquotas e congeladas no freezer. As alíquotas foram descongeladas 

apenas no dia do experimento, logo antes de serem utilizadas, e a adição de 

mais DMSO e salina era realizada apenas no dia do experimento.  

A escolha da dose do riociguat foi baseada nos estudos de Sharkovska 

et al. [100], Geschka et al. [103], Ott et al. [104] e Dees et al. [101], enquanto 

do cinaciguat foi no trabalho de Thoonen et al. [94].  
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Como controle, animais com MCE receberam artemeter i.p. 25 mg/kg 

(20 L) e 100 L do veículo respectivo, sem a droga. 

 

3.4 Medidas do fluxo sanguíneo cerebral pelo Laser Speckle com 

Contraste de Imagem (LSCI)  

 

 O LSCI (PeriCam PSI, Primed, Järfalla, Suécia) é uma metodologia que 

permite medir o fluxo sanguíneo cerebral de maneira minimamente invasiva, 

fornecendo imageamento bidimensional do fluxo [105]. O animal é submetido à 

uma incisão na pele e periósteo, permitindo a exposição do crânio e, então, 

posicionado embaixo da câmera e do feixe de laser do aparelho, alcançando o 

córtex cerebral. Como o crânio dos camundongos é muito fino, não há 

necessidade da realização de craniotomia para medir o fluxo sanguíneo com 

este aparelho (figura 3.1). Os experimentos com o LSCI foram conduzidos no 

Laboratório de Investigação Cardiovascular, em colaboração com a Dra. 

Vanessa Estato e Dr. Eduardo Tibiriçá. 

Uma das razões para o LSCI ter sido amplamente adotado para medir o 

fluxo sanguíneo é sua relativa simplicidade da instrumentação. Basicamente, o 

aparelho é composto por um laser, cujo feixe é expandido e ajustado para 

atingir a área de interesse, podendo variar de alguns milímetros até vários 

centímetros, e por uma câmera. As especificações das câmeras acopladas ao 

aparelho podem variar, sendo que até mesmo as de baixo custo têm 

proporcionado excelentes imagens do fluxo sanguíneo. A luz do laser é 

refletida para a câmera, permitindo a aquisição dos padrões granulados 

(speckle), representando a velocidade e quantidade das células sanguíneas 

nos microvasos cerebrais [105,106]. 

O LSCI gera três imagens: a primeira com o padrão speckle da região 

filmada, representando o fluxo sanguíneo cerebral em tempo real em uma 

escala de cores que vai do preto (0 unidade de perfusão arbitrária – UPA) ao 

vermelho (300 UPA); a segunda imagem em preto e branco, mostrando apenas 

a superfície da região filmada; a terceira sendo uma filmagem do animal sob o 

laser. Na imagem do padrão speckle, as manchas vermelhas demonstram alta 
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concentração de fluxo sanguíneo, enquanto as manchas pretas e azuis 

mostram ausência de fluxo.  

 

 

 
Figura 3.1 - Mensuração do fluxo sanguíneo cerebral pelo LSCI 
(1) Região do LSCI onde a câmera e o laser ficam acoplados, fornecendo e transmitindo as 
três imagens para o computador (2). Pelo computador pode-se configurar todos os parâmetros 
necessários para a mensuração. (3) Aparelho estereotáxico que fixa a cabeça do animal, 
evitando que a área a ser analisada saia da marcação feita no computador. (4) Camundongo 
fixado ao aparelho estereotáxico abaixo do laser do LSCI. (5) Manta térmica sob o 
camundongo ligada ao termômetro (6), mantendo sua temperatura corporal em torno de 36 ºC. 
Pelo termômetro, pode-se controlar a temperatura desejada de aquecimento da manta.  

 

Para realizar a mensuração do fluxo sanguíneo cerebral os animais 

foram anestesiados com uretano (2 mg/g i.p.; Sigma, EUA) por ser um 

anestésico que influencia minimamente os sistemas respiratório e 

cardiovascular [107]. O processo cirúrgico só pode ser iniciado após ausência 

do reflexo podal e a cada 20 min este foi verificado para conferir a profundidade 

da anestesia. Após tricotomia da cabeça e assepsia da região com Povidine®, 

os animais foram fixados em decúbito ventral sobre o aparelho estereotáxico 

para incisão do escalpo e periósteo, permitindo a exposição do crânio. O crânio 

foi umedecido com salina e recoberto com uma fina camada de óleo mineral 

para evitar o seu ressecamento. Logo após a cirurgia, o animal foi colocado 

sobre uma manta aquecedora a 36 ºC (Harvard Apparatus) e posicionado 

abaixo do laser do LSCI (PeriCam PSI, Primed, Järfalla, Suécia), com 
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comprimento de onda de 785 nm. As medidas do fluxo foram aferidas por 20 

minutos e a manta ficou aquecendo o animal durante todo o experimento.  

As imagens obtidas pelo aparelho foram realizadas pelo software do 

fabricante (PeriCam PSI, Primed, Järfalla, Suécia) e nelas delimitada uma área 

de interesse de leitura do fluxo dos microvasos do córtex cerebral, denominada 

ROI 1. Fora da região ROI 1 foi marcada uma região para o ROI 2, sendo este 

o controle de ausência de fluxo sanguíneo. A distância entre o laser e a cabeça 

do animal foi de 10 cm, como recomendada pelo fabricante, e foram realizadas 

seis imagens/segundo.  

Para observar os efeitos dos tratamentos alvo deste trabalho sobre o 

fluxo sanguíneo cerebral, foram realizadas leituras do fluxo antes e após 1 hora 

do tratamento. Em grupos distintos, foi realizada a análise após 6 horas do 

tratamento. No total, foram analisados 11 grupos:  

1. Animais não infectados e não tratados (n=8); 

2. Animais com MCE não tratados (n=10); 

3. Animais com MCE tratados com riociguat + artemeter (n=10), leitura 

1 hora após o tratamento; 

4. Animais com MCE tratados com veículo do riociguat + artemeter 

(n=8), leitura 1 hora após o tratamento; 

5. Animais com MCE tratados com artemeter (n=6), leitura 1 hora após 

o tratamento; 

6. Animais com MCE tratados com cinaciguat + artemeter (n=10), leitura 

1 hora após o tratamento; 

7. Animais com MCE tratados com veículo do cinaciguat + artemeter 

(n=10), leitura 1 hora após o tratamento; 

8. Animais com MCE tratados com riociguat + artemeter (n=10), leitura 

6 horas após o tratamento; 

9. Animais com MCE tratados com cinaciguat + artemeter (n=10), leitura 

6 horas após o tratamento; 

10. Animais com MCE tratados com veículo + artemeter (n=17), leitura 6 

horas após o tratamento. 
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Em cada experimento, 10 animais eram inoculados e, dentre estes, os 

que estavam dentro dos critérios para tratamento no 6º dia de infecção foram 

utilizados. Os que não possuíam as características ideais para o tratamento 

(animais que estavam moribundos, com temperatura retal abaixo de 32,5 ºC, 

ou animais que eventualmente não desenvolveram MCE) foram eutanasiados 

com overdose de pentobarbital (200 mg/kg) via i.p. Ao término do experimento, 

os animais utilizados foram eutanasiados por deslocamento cervical, uma vez 

que ainda se encontravam sob o efeito do anestésico uretano. 

 

3.5 Análise da permeabilidade da barreira hematoencefálica 

 

 O corante azul de Evans é amplamente usado para pesquisar aumento 

de extravasamento vascular, incluindo o rompimento da barreira 

hematoencefálica. Como o azul de Evans pode ser facilmente visto a olho nu, 

indicando grosseiramente a sua distribuição, talvez seja o motivo de ainda ser 

o corante mais usado para o estudo da integridade da barreira 

hematoencefálica [108]. Outra vantagem desse corante é sua permanência 

relativamente estável no sangue, não sendo excretado facilmente. 

 No 6º dia de infecção, os animais que estavam com a temperatura entre 

32,5 e 36 ºC receberam aleatoriamente algum dos seguintes tratamentos: 

riociguat (s.c.) + artemeter (i.p.) (n=6), cinaciguat (s.c.) + artemeter (i.p.) (n=10) 

ou veículo do cinaciguat (s.c.) + artemeter (i.p.) (n=12), nas concentrações 

indicadas no item 3.4. Cinco horas após o tratamento, os animais foram 

anestesiados com uretano (2 mg/g i.p.; Sigma, EUA) e receberam 150 µL do 

corante azul de Evans (Sigma) a 2%, diluído em PBS, por via intra-ocular. Após 

1 hora da inoculação do corante, os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e tiveram seus cérebros removidos. Os cérebros foram 

armazenados em tubos Falcon contendo 3 mL de formamida (Sigma) e ficaram 

por 48 horas na estufa (Nova Ética) a 37 ºC. A absorvância do sobrenadante 

de cada amostra foi obtida por meio do espectrofotômetro (Spectra MAX 190, 

Molecular Devices) a 620 nm. Animais controles não infectados e não tratados 

(n=6) e animais com MCE não tratados (n=11) também receberam os mesmos 

procedimentos para coloração e extração dos cérebros (figura 3.2).  
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 Para esses experimentos, grupos entre 20 e 25 animais foram 

inoculados e, dentre estes, os que estavam dentro dos critérios para tratamento 

no 6º dia de infecção foram utilizados. Os que não possuíam as características 

ideais para o tratamento foram eutanasiados com overdose de pentobarbital 

(200 mg/kg) via i.p. 

 

 

 

 

Figura 3.2 - Experimento com azul de Evans para análise da permeabilidade da barreira 
hematoencefálica 
Na primeira imagem, camundongo anestesiado da linhagem C57BL/6 após injeção do corante 
azul de Evans. Na segunda, placa contendo o sobrenadante de cada amostra para ser lida no 
espectrofotômetro. As duas primeiras colunas são de diluições seriadas para formar uma curva 
padrão e as colunas 5 a 8 com os sobrenadantes das amostras.  
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3.6 Ensaio de sobrevida 

 

 O ensaio de sobrevida consiste em um regime de tratamento por certo 

período de tempo, podendo quantificar o número de animais que sobrevivem 

àquele tratamento. No 6º dia de infecção, todos os animais tiveram suas 

temperaturas mensuradas pela manhã e os que estavam entre 32,5 e 36 ºC 

receberam aleatoriamente algum tratamento, sendo: riociguat (s.c.) + artemeter 

(i.p.) ou veículo do riociguat (s.c.) + artemeter (i.p.), nas concentrações 

indicadas no item 3.4. Os animais receberam durante cinco dias consecutivos 

uma dose de artemeter e, nos dois primeiros dias do tratamento, também 

receberam uma dose de riociguat ou do veículo por dia. O tratamento se deu 

no período da manhã e, em todos os cinco dias, 3 µL de sangue da cauda 

eram coletados para verificação da parasitemia por citometria de fluxo. Esse 

protocolo de tratamento foi baseado no estudo de Clemmer et al. [102]. 

 Animais tratados que se tornaram moribundos, com temperatura retal 

abaixo de 30 ºC ou apresentando sinais como coma profundo ou dificuldades 

respiratórias, foram submetidos à eutanásia com overdose de pentobarbital 

(200 mg/kg) via i.p. Animais encontrados mortos nas gaiolas eram retirados da 

gaiola e o horário era anotado, para posteriormente ser adicionado à curva de 

sobrevida.  

 Os grupos experimentais foram formados por 40 animais. Os animais 

que não possuíam as características ideais para o tratamento foram 

eutanasiados com overdose de pentobarbital (200 mg/kg) via i.p. e os que 

sobreviveram ao regime de tratamento foram submetidos aos testes de 

comportamento.  

 Os animais controles não infectados receberam PBS durante os dias de 

tratamento dos outros animais, para passarem pelos mesmos procedimentos 

que os animais infectados tratados, também se acostumando a serem 

manipulados e ficarem menos estressados ao serem submetidos aos testes de 

comportamento.  
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3.7 Testes de comportamento 

 

 A habilidade de discriminar novos estímulos daqueles já previamente 

conhecidos é uma habilidade básica necessária para a sobrevivência animal. 

Há décadas os cientistas vêm desenvolvendo métodos para examinar essa 

habilidade dos animais em reconhecer objetos familiares e reconhecer as 

estruturas cerebrais que contribuem para o reconhecimento [109]. 

 Neste estudo, foram realizados nos animais sobreviventes ao ensaio de 

sobrevida três diferentes testes comportamentais: teste do campo aberto, para 

analisar memória de habituação ou de longo prazo, locomotividade e 

ansiedade; teste do reconhecimento de objetos, para avaliar memória de longo 

prazo; teste de esquiva inibitória, para estudar memória de longo prazo. Os 

testes foram realizados no biotério do pavilhão Leônidas Deane, sempre no 

início da tarde e nas mesmas condições, em uma sala que teve a luz externa 

vedada, com lâmpadas amarelas de iluminação mais fraca e com a mínima 

interferência de barulhos [110]. Os animais em suas gaiolas foram expostos a 

esse ambiente 1 hora antes do início dos testes para se habituarem ao local. A 

parasitemia dos animais foi acompanhada no primeiro e no último dia do teste, 

com a coleta do sangue sendo feita após a realização do teste do dia para não 

estressar os animais, já que o estresse pela manipulação poderia ser um viés 

nos testes.  

 Os testes de campo aberto e reconhecimento de objetos foram filmados 

e com seus dados gravados pelo programa Any-maze Behaviour Tracking 

SoftwareTM (Stoelting Co., Wood Dale, Ilinois, E.U.A.), o qual possui opções de 

análises para diferentes tipos de teste comportamental. Tais testes foram 

conduzidos em parceria com a doutoranda Luciana Sousa e Dr. Cláudio Tadeu 

Daniel-Ribeiro do Laboratório de Pesquisa em Malária. 

 

3.7.1 Teste do campo aberto 

 

 O teste do campo aberto é utilizado para analisar o comportamento 

baseado em situações de conflitos naturais, isto é, o conflito entre a exploração 

e aversão ao ambiente aberto [111]. Desse modo, pode ser usado para estudar 
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a atividade locomotora geral, exploração de novos ambientes, comportamento 

de estresse, territorialidade e balanço autonômico em roedores, medindo 

simultaneamente todos estes parâmetros. Os animais mais ansiosos tendem a 

permanecer perto das paredes da arena, enquanto os menos ansiosos 

preferem a área central [112,113].  

 No 3º dia após término do tratamento os animais foram submetidos à 

primeira sessão do teste de campo aberto. Dois aparatos opacos idênticos 

feitos de acrílico na cor cinza, de 50x50x50 cm, foram posicionados lado a lado 

sob uma câmera, que por sua vez estava conectada ao computador com o 

programa Any-mazeTM. Todos os animais foram colocados sempre no mesmo 

canto do aparato e puderam explorar o local por 10 minutos cada. Ao término 

do teste de cada animal, este voltava à sua gaiola e o aparato era limpo com 

álcool 70%. 

No computador, uma grade contendo 25 quadrados foi arrumada para a 

encaixar exatamente na área do aparato a ser explorada, sendo que no meio 

do aparato foi demarcada uma área central, com nove quadrados, e a área ao 

redor desta, denominada periferia, com 16 quadrados. A demarcação das 

áreas de periferia e central são importantes para analisar se o animal está ou 

não com comportamento ansioso (figura 3.3). O animal era identificado e 

marcado pelo programa, que contava qual a distância que ele percorreu, 

quantas vezes entrou e saiu de cada área, qual o tempo de permanência em 

cada área, por quanto tempo ficou imóvel, entre outros [112-114].  

No dia seguinte da primeira sessão, ou seja, no 4º dia após término do 

tratamento, os animais foram submetidos a uma nova sessão, com todos os 

parâmetros idênticos aos do dia anterior.  
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Figura 3.3 - Teste do campo aberto pelo programa Any-mazeTM 
A filmagem dos dois aparatos na sala é transmitida para o computador com o programa, que 
irá gerar todas as informações acerca de cada teste. Uma grade foi montada acima da imagem 
de cada aparato, delimitando as suas áreas da periferia e centro. O animal é reconhecido pelo 
programa e marcado com uma bolinha laranja. Quando a bolinha entra na área periférica ou 
central, a área fica verde.  
 

Para analisar os resultados, foram consideradas as contagens 

realizadas pelo Any-mazeTM sobre a distância total percorrida no aparato em 

metros e o tempo de permanência na área central em segundos. A distância 

total percorrida na primeira sessão do campo aberto permite avaliar a 

locomotividade do animal, já que o animal costuma explorar mais na primeira 

sessão, enquanto a comparação desta com a segunda sessão do teste permite 

avaliar a memória de habituação. Para avaliar se o animal possui 

comportamento ansioso, usa-se o tempo de permanência na região central do 

aparato da primeira sessão do teste, uma vez que o animal, não conhecendo o 

local, mostra como se comporta perante a um ‘obstáculo maior’, a um novo 

desafio [112-114]. 

 

3.7.2 Teste de reconhecimento de objetos 

 

 O teste de reconhecimento de objetos se baseia no princípio de que os 

roedores têm uma tendência natural a explorar preferencialmente objetos 

novos [112]. No 15º dia pós-infecção os camundongos foram submetidos a 

sessão de treinamento da tarefa de reconhecimento de objetos. No mesmo 

aparato em que foi realizado o teste de campo aberto, foram posicionadas 
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igualmente duas garrafas de vidro long neck vazias de cor âmbar idênticas, isto 

é, as duas com a mesma distância das paredes do aparato. Os aparatos 

também ficaram posicionados da mesma forma do que no teste anterior, sendo 

filmados pela câmera e os dados processados pelo Any-mazeTM. Todos os 

animais foram colocados no mesmo canto do aparato, de forma que iniciassem 

o teste com a mesma distância de cada objeto. Os animais exploraram a arena 

e os objetos por 10 minutos e depois foram retirados e devolvidos para suas 

respectivas gaiolas. Nessa sessão, os animais deveriam explorar igualmente 

os dois objetos, para excluir qualquer viés de preferência por algum dos objetos 

ou local do aparato. Os animais que não exploraram de maneira similar os dois 

objetos e os controles não infectados que exploraram por menos de 10 minutos 

cada objeto foram excluídos das análises [115]. 

 No dia seguinte, 24 horas depois da sessão de treinamento, os animais 

foram submetidos a uma nova sessão de 10 minutos de duração. Nessa nova 

sessão, denominada sessão teste, um dos objetos de cada aparato foi trocado 

por um novo, uma garrafa de plástico transparente contendo refrigerante cor 

laranja, sendo posicionado exatamente no mesmo local do objeto anterior. Ou 

seja, esse novo objeto possuía textura e tamanho diferentes do objeto já 

familiar (figura 3.4).  

 

 

  

Figura 3.4 - Sessão teste do reconhecimento de objetos 
Os dois objetos foram igualmente posicionados nos dois aparatos, sendo que o objeto novo 
ficou exatamente no mesmo local do objeto familiar da sessão treino.  
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Ambas as sessões foram filmadas, porém, os dados foram obtidos por 

meio da cronometragem manual dos vídeos gerados. Com um cronômetro para 

cada objeto presente no aparato, cada vez que o camundongo encostava em 

alguma das garrafas ou se aproximava em menos de 2 cm do objeto, o 

cronômetro era acionado e deveria contar pelo menos um segundo. Se o 

animal permanecia mais tempo explorando o objeto, o cronômetro ficaria 

ativado por todo o tempo de exploração, só sendo pausado quando o animal 

deixava o objeto. Nessa sessão, espera-se que os animais explorem mais o 

objeto novo do que o familiar, mostrando que houve aprendizado e aquisição 

de memória de longo prazo. Ao final de todas as sessões, o aparato foi limpo 

com álcool 70%.  

  

3.7.3 Teste de esquiva inibitória 

 

 No 17º dia pós-infecção os animais participaram do teste de esquiva 

inibitória. Esse teste consiste em fornecer um choque nas patas do animal, o 

que pode ser usado tanto para gerar estresse físico como psicológico. Existem 

diferentes protocolos para sua realização, alterando a duração, intensidade e 

exposição ao choque, produzindo um estresse leve ou severo, de natureza 

aguda ou crônica [113].  

Primeiramente, eles foram colocados sobre uma plataforma dentro de uma 

caixa de alumínio (Insight EP 104C) com tamanho 200x75 mm. Abaixo da 

plataforma há uma grade de barras de aço (3 mm de diâmetro, com 

espaçamento de 7 mm) que, ligada a um aparelho, fornece um choque no 

animal quando acionada (figura 3.5). Assim que o animal era posto sobre a 

plataforma, o cronômetro era ativado e só podia ser pausado quando o animal 

descia as quatro patas para a grade e, quando isso acontecia, o aparelho era 

acionado e o animal recebia um choque de 0,5 mA durante 3 segundos [116]. 

Logo após, o camundongo era devolvido à sua gaiola. 

 Após 3,5 horas, os animais foram submetidos a uma nova sessão do 

teste, que se deu da mesma forma que a anterior, porém, não ocorrendo outro 

choque. Nessa sessão apenas foi cronometrado o tempo de descida do animal 

à grade e, logo em seguida, este era devolvido à sua gaiola. É esperado que o 



43 

 

animal demore mais tempo para descer à grade do que na primeira sessão, 

mostrando que ele processou o estímulo (no caso, o choque) e adquiriu uma 

memória de curto prazo.  

 Ao término desse teste, os animais tiveram o sangue coletado para 

acompanhamento da parasitemia e foram eutanasiados com overdose de 

pentobarbital (200 mg/kg) via i.p. 

   

 

 
Figura 3.5 - Teste de esquiva inibitória 
O animal foi posicionado em cima da plataforma presente na caixa e, quando todas as patas 
desciam até a grade, um choque era acionado pelo aparelho ligado à caixa. 

 

3.8 Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software, Inc.; La Jolla, Califórnia, E.U.A.). Nos experimentos de 

mensuração de fluxo sanguíneo cerebral, foram utilizados o teste t não pareado 

para análise de grupos distintos e o Mann-Whitney para animais de um mesmo 

grupo. No experimento de permeabilidade da barreira hematoencefálica, 

utilizou-se o teste one-way ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de 

Tukey. No ensaio de sobrevida foi empregado teste de Log-Rank (Mantel-Cox) 

para criação da curva. Nos testes de comportamento, usou-se one-way 

ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de Tukey nas análises que 

continham apenas um fator de cada grupo de tratamento, enquanto o two-way 

ANOVA com pós-teste de Bonferroni foi empregado nas análises que 

envolviam dois fatores em cada grupo. Para os valores serem considerados 

significativos, o P valor deveria ser < 0.05. 
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4. RESULTADOS 

  

 Os experimentos conduzidos para a realização desse projeto foram 

desenhados com base em protocolo desenvolvido por nosso grupo para 

avaliação de terapias adjuvantes para MCE [102]. Nesse protocolo, para que 

os animais sejam considerados aptos para o tratamento, é necessário que 

apresentem a forma grave característica da MCE. Entretanto, essa síndrome 

neurológica pode se apresentar de diferentes formas em cada animal 

(exemplo: alguns apresentam convulsões e roll over sem outras manifestações 

evidentes, outros desenvolvem ataxia, ou paralisia de patas, outros podem 

evoluir rapidamente para coma etc.). Além disso, em determinado momento os 

animais em um grupo infectado por PbA podem apresentar manifestações 

neurológicas em diferentes estágios, alguns com sinais iniciais e outros em 

estado terminal, moribundos. Isso traz complicações para o estabelecimento 

dos critérios para tratamento, uma vez que o desfecho pode ser muito diferente 

dependendo do grau de comprometimento neurológico de cada animal, 

gerando grande potencial para introdução de vieses ao recrutar animais para 

os diferentes grupos experimentais (exemplo: grupo tratado com determinada 

droga e grupo controle). Para contornar esse problema, o protocolo descrito por 

nosso grupo estabeleceu um parâmetro objetivo para "estagiar" a síndrome 

neurológica e homogeneizar os grupos de tratamento. Esse parâmetro objetivo 

é a temperatura retal, uma vez que os animais que fazem MCE 

consistentemente apresentam hipotermia progressiva e, na ausência de 

tratamento, irão a óbito com temperaturas corporais abaixo de 30 ºC. 

Determinamos que a faixa ideal de temperatura retal para tratamento fica entre 

32,5 ºC e 36 ºC. Abaixo de 32 ºC (MCE muito avançada) o tratamento com o 

antimalárico artemeter é muito pouco eficaz e a letalidade é muito alta. Ao 

contrário, acima de 36 ºC (MCE em estágio relativamente inicial) o tratamento 

com artemeter é muito eficaz, com letalidade muito baixa. Na faixa entre 32,5 e 

36 ºC já determinamos que a sobrevida dos animais tratados com artemeter 

fica entre 30 e 50%. Isso permite uma maior eficiência na avaliação da eficácia 

de tratamentos adjuvantes ao artemeter, requerendo um número menor de 
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animais para tais experimentos. Permite também que se mimetize melhor as 

condições em que pacientes com malária cerebral são tratados. 

 Entretanto, a limitação imposta por esse critério de seleção faz com que, 

de um grupo de animais infectados com PbA, eventualmente apenas uma 

fração será de fato recrutada para os experimentos. Isso ocorre porque no dia 

6 de infecção, quando nas nossas condições a maioria dos animais desenvolve 

MCE, no momento em que se faz a checagem dos animais (por volta de 7 

horas da manhã), alguns ou muitos podem já estar em estágio mais avançado 

(< 32 ºC) e por isso são descartados (submetidos à eutanásia). Além disso, em 

alguns experimentos como o de LSCI para avaliação de fluxo sanguíneo 

cerebral, existe a limitação do uso do equipamento, como o tempo de 

utilização. Com isso, em determinado dia, apenas um número limitado de 

animais pode ser avaliado. Além disso, animais que se apresentem em 

condições de serem recrutados no início do dia podem evoluir rapidamente 

para um estágio no qual, no momento em que possam de fato serem avaliados, 

isso já não seja mais possível. A consequência dessas limitações é que existe 

a necessidade de realização de vários experimentos para obtenção de dados 

de uma única medida, o que foi a realidade vivida na condução do presente 

estudo. 

 Nossos experimentos mostraram-se bastante reprodutíveis em termos 

de incidência e timing de incidência de MCE, com a vasta maioria dos animais 

inoculados desenvolvendo de fato a síndrome neurológica e, também em sua 

grande maioria, já na manhã do dia 6 de infecção. Os animais que preenchiam 

o critério básico de inclusão para tratamento foram distribuídos nos diferentes 

grupos de tratamento de forma aleatória, e a homogeneidade dos grupos em 

relação tanto à temperatura retal quanto aos níveis de parasitemia foram 

verificados a posteriori. 
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4.1 Fluxo sanguíneo cerebral 

  

4.1.1 Fluxo sanguíneo cerebral em animais com MCE e controles não 

infectados 

 

Inicialmente, foi avaliado o fluxo sanguíneo cerebral de animais controle 

não infectados. Os valores de fluxo foram registrados durante 20 minutos e se 

mantiveram constantes do início ao fim da aquisição das imagens (figura 4.1). 

A medida de fluxo sanguíneo cerebral dos animais com MCE não tratados 

mostrou grande redução no fluxo sanguíneo cerebral em comparação com o 

grupo controle (figura 4.2). Na figura 4.3, pode-se observar que há diferença 

significativa entre os grupos não infectados e os com MCE não tratados, com P 

valor < 0.0001.  
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Figura 4.1 – Fluxo sanguíneo cerebral de animal não infectado 
Na figura de cima, imagens do fluxo sanguíneo cerebral através do padrão speckle de um 
animal não infectado em dois momentos, após 5 minutos e 20 minutos do início do registro. As 
medidas são feitas em uma área de interesse previamente demarcada por uma linha oval (ROI 
1), e medidas do background são feitas simultaneamente em uma área contígua demarcada 
por um círculo (ROI 2). Na figura abaixo, registro contínuo referente ao fluxo sanguíneo 
cerebral durante 20 minutos da ROI 1 (média do fluxo: 307.37 - valores em Unidade de 
Perfusão Arbitrária [UPA]). A linha vermelha é referente à medida do background (ROI 2), 
estável durante toda a mensuração.  

  

 

 

 
Figura 4.2 – Fluxo sanguíneo cerebral de um animal infectado com MCE 
Na figura de cima, imagens do fluxo sanguíneo cerebral através do padrão speckle de um 
animal não infectado em dois momentos, após 5 minutos e 20 minutos do início do registro. As 
medidas são feitas em uma área de interesse previamente demarcada por uma linha oval (ROI 
1), e medidas do background são feitas simultaneamente em uma área contígua demarcada 
por um círculo (ROI 2). Na figura abaixo, registro contínuo referente ao fluxo sanguíneo 
cerebral durante 20 minutos da ROI 1 (média do fluxo: 202.53 UPA - valores em Unidade de 
Perfusão Arbitrária [UPA]). A linha vermelha é referente à medida do background (ROI 2), 
estável durante toda a mensuração.  
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Figura 4.3 – Fluxo sanguíneo cerebral de animais não infectados e infectados não 
tratados 
Gráfico representativo do fluxo sanguíneo cerebral (UPA) de animais não infectados e não 
tratados (n=8) e de animais com MCE não tratados (n=10). Há diferença significativa entre os 
grupos, com grande queda do fluxo nos animais com MCE não tratados (P valor < 0.0002 -  
teste t não pareado).  

 

4.1.2 Fluxo sanguíneo cerebral em animais tratados com artemeter e 

riociguat 

  

Em um primeiro experimento, animais com MCE foram anestesiados 

com uretano e tiveram o fluxo sanguíneo cerebral medido por 20 minutos (fluxo 

basal). Ao término da mensuração, os animais receberam o tratamento do 

riociguat (3 mg/kg, s.c.) e artemeter (25 mg/kg, i.p.). Após 1 hora do tratamento, 

os animais foram expostos novamente ao LSCI para mensuração. Na figura 

4.4a pode-se observar que ocorreu aumento significativo do fluxo na maior 

parte dos animais (P valor = 0.0068). Como controle, um segundo grupo de 

animais também teve seu fluxo basal medido antes do tratamento e 1 hora 

depois, mas neste caso os animais não receberam a droga adjuvante, ou seja, 

foram tratados com artemeter (i.p.) e veículo (s.c.). Este grupo também 

apresentou aumento significativo do fluxo sanguíneo cerebral (P valor = 

0.0379) (figura 4.4b). Não houve diferença significativa na intensidade do 

aumento de fluxo sanguíneo induzido pelos dois tipos de tratamento (artemeter 

com ou sem riociguat – P valor = 0.8971) (figura 4.4c). Ou seja, o riociguat, na 

dose de 3 mg/kg, não produziu um efeito superior ao veículo sobre o fluxo 

sanguíneo cerebral em animais com MCE 1 hora após a administração. A 

análise a posteriori da parasitemia e temperatura mostrou que os dois grupos 
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eram homogêneos no que se refere aos níveis de parasitemia, mas foi 

observada uma pequena diferença (0,8 ºC na média, P valor = 0.0068) entre o 

grupo que recebeu riociguat e o que recebeu veículo. Constata-se assim que 

os animais do grupo que recebeu veículo apresentavam-se com MCE em 

estágio ligeiramente mais avançado do que os que receberam riociguat, 

embora todos os animais tenham sido tratados na faixa de temperatura pré-

determinada.            

  

a  

  

 

 

 
b 
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Figura 4.4 - Fluxo sanguíneo cerebral antes e após 1 hora de tratamento com riociguat + 
artemeter 
(a) Primeiramente, o grupo teve seu fluxo sanguíneo mensurado por 20 minutos e ao término 
desse período recebeu o tratamento de riociguat + artemeter (n=10). Após 1 hora do 
tratamento, os animais foram expostos novamente ao LSCI para mensuração por 20 minutos. 
O fluxo sanguíneo cerebral aumentou significativamente (P valor = 0.0068, teste de Mann-
Whitney) em comparação com o fluxo basal. No lado esquerdo, imagem com padrão speckle 
representando a mensuração antes e após o tratamento e, do lado direito, gráfico com as 
medidas de ambos os momentos de análise. (b) Assim como o grupo anterior, os animais 
tiveram seu fluxo sanguíneo cerebral medido antes e 1 hora após receberem o tratamento de 
veículo + artemeter (n=8). Houve aumento significativo do fluxo (P valor = 0.0379, teste de 
Mann-Whitney). No lado esquerdo, gráfico com as medidas de ambos os momentos de análise 
e, do lado direito, imagem com padrão speckle representando a mensuração antes e após o 
tratamento. (c) Comparação da porcentagem de aumento ou diminuição dos valores obtidos do 
fluxo sanguíneo cerebral após 1 hora do tratamento entre os grupos tratados com riociguat + 
artemeter e veículo + artemeter. Não houve diferença significativa entre os grupos (P valor = 
0.8971, teste t não pareado). (d) Parasitemia de ambos os grupos com médias próximas a 
13%, não havendo diferença significativa (P valor = 0.6619; teste t não pareado). (e) 
Temperatura do grupo tratado com riociguat (média de 34 ºC) e tratado com veículo (média de 
33,2 ºC) com diferença significativa (P valor = 0.0068; teste t não pareado). 

 

Em uma próxima etapa, os animais receberam o tratamento com as 

mesmas drogas, isto é, riociguat + artemeter ou veículo + artemeter, 
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respectivamente, nas mesmas dosagens e pelas mesmas vias, porém a 

mensuração do fluxo ocorreu 6 horas após o tratamento. Nesse experimento, 

os animais não tiveram seu fluxo basal medido antes do tratamento, uma vez 

que seria inviável mantê-los sob o efeito do anestésico por tantas horas. O 

fluxo sanguíneo cerebral observado no grupo de animais tratados com riociguat 

+ artemeter foi em média 18% maior do que aquele verificado em animais 

tratados com veículo + artemeter (P valor = 0.0078) (figura 4.5). A análise a 

posteriori da parasitemia e temperatura mostrou que os dois grupos eram 

homogêneos no que se refere a ambos os parâmetros.  

 

a  

 

b c 
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Figura 4.5 - Fluxo sanguíneo cerebral 6 horas após o tratamento nos grupos tratados 
com riociguat + artemeter e veículo + artemeter 
(a) O grupo tratado com riociguat + artemeter (n=10) apresentou fluxo sanguíneo 
significativamente mais elevado que o grupo veículo + artemeter (n=17) (P valor = 0.0078, t 
teste não pareado). No lado esquerdo, imagem com padrão speckle representando a 
mensuração no tratamento com riociguat (acima) e veículo (abaixo) e, do lado direito, gráfico 
com as medidas de ambos os grupos. (b) Parasitemia dos dois grupos com média aproximada 
de 13%, não havendo diferença significativa (P valor = 0.8326; teste t não pareado). (c) 
Temperatura de ambos os grupos, com médias aproximadas em 34 ºC, não ocorrendo 
diferença significativa (P valor = 0.3092; teste t não pareado). 

 

4.1.3 Fluxo sanguíneo cerebral em animais tratados com artemeter 

 

 Como o tratamento com riociguat + artemeter resultou no mesmo 

aumento de fluxo da administração de veículo + artemeter, foi feito um grupo 

controle infectado tratado apenas com artemeter (25 mg/kg) para verificar se a 

reposição de líquido ou o próprio artemeter que influenciou nesse aumento. Na 

figura 4.6 pode-se observar que também ocorreu aumento significativo do fluxo 

sanguíneo, mesmo com apenas 20 µL de artemeter (i.p). Esse dado mostra 

que o artemeter por si só já gera aumento do fluxo sanguíneo cerebral após 1 

hora de sua administração. 

 

a  
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b  c 
 
Figura 4.6 – Efeito do artemeter no fluxo sanguíneo cerebral após uma hora 
(a) Os animais com MCE tratados apenas com artemeter (n=6) também apresentaram aumento 
significativo do fluxo sanguíneo cerebral após 1 hora de sua administração (P valor = 0.0087; 
teste de Mann-Whitney). No lado esquerdo, imagem com padrão speckle representando a 
mensuração antes e após o tratamento e, do lado direito, gráfico com as medidas de ambos os 
momentos de análise. (b) Temperatura do grupo com média próxima à 34 ºC. (c) Parasitemia 
do grupo com média próxima a 10%.  

 

4.1.3 Fluxo sanguíneo cerebral em animais tratados com artemeter e 

cinaciguat 

  

O estudo do efeito da droga ativadora de sGC cinaciguat (300 g/kg) 

sobre o fluxo sanguíneo cerebral foi feito da mesma forma do estudo com o 

riociguat. No primeiro experimento, animais com MCE foram anestesiados com 

uretano e tiveram o fluxo sanguíneo cerebral medido por 20 minutos (fluxo 

basal). Ao término da mensuração, os animais receberam o tratamento do 

cinaciguat (s.c.) e artemeter (i.p.). Após 1 hora do tratamento, os animais foram 

expostos novamente ao LSCI para mensuração. A figura 4.7a mostra que 

apesar de oito de 10 animais terem apresentado aumento do fluxo após 1 hora 

do tratamento, não foi observado aumento significativo nos valores da média 

do fluxo cerebral no grupo tratado com cinaciguat + artemeter (P valor = 

0.0753). Como controle, um segundo grupo de animais recebeu apenas 

artemeter (i.p.) com veículo (s.c.) e também teve seu fluxo basal medido antes 

do tratamento e 1 hora depois. Todos os animais deste grupo apresentaram 

aumento significativo do fluxo sanguíneo cerebral (P valor = 0.0015) (figura 

4.7b). Quando comparadas as porcentagens de aumento ou diminuição do 

fluxo entre os dois grupos, não foi observada diferença significativa (P valor = 

0.3328) (figura 4.7c), indicando que o cinaciguat na dose de 300 µg/kg não 
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produziu efeito superior ao veículo sobre o fluxo sanguíneo cerebral 1 hora 

após a administração em camundongos com MCE. 

  

a  

 

b   
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c  

d e 

 
Figura 4.7 - Fluxo sanguíneo cerebral 1 hora após o tratamento com cinaciguat 
(a) Primeiramente, o grupo teve seu fluxo sanguíneo mensurado por 20 minutos e ao término 
desse período recebeu o tratamento de cinaciguat + artemeter (n=10). Uma hora após o 
tratamento, os animais foram expostos novamente ao LSCI para mensuração de 20 minutos. O 
fluxo sanguíneo cerebral aumentou na maioria dos animais, mas não houve diferença 
significativa no conjunto das medidas antes e após o tratamento (P valor = 0.0753, teste de 
Mann-Whitney). No lado esquerdo, imagem com padrão speckle representando a mensuração 
antes e após o tratamento e, do lado direito, gráfico com as medidas de ambos os momentos 
de análise. (b) Assim como o grupo anterior, os animais tiveram seu fluxo sanguíneo cerebral 
medido e logo após receberam o tratamento de veículo + artemeter. Uma hora após o 
tratamento, tiveram seu fluxo mensurado novamente (n=10). Houve aumento significativo do 
fluxo (P valor = 0.0015, teste de Mann-Whitney). No lado esquerdo, gráfico com as medidas de 
ambos os momentos de análise e, do lado direito, imagem com padrão speckle representando 
a mensuração antes e após o tratamento. (c) Comparação da porcentagem de aumento ou 
diminuição dos valores obtidos do fluxo sanguíneo cerebral 1 hora após o tratamento entre os 
grupos tratados com cinaciguat + artemeter e veículo + artemeter. Não houve diferença 
significativa entre os grupos (P valor = 0.3328, teste t não pareado). (d) Parasitemia de ambos 
os grupos com médias próximas a 15%, não havendo diferença significativa (P valor = 0.5742; 
teste t não pareado). (e) Temperatura dos dois grupos com média de 34 ºC, não ocorrendo 
diferença significativa (P valor = 0.2582; teste t não pareado). 
 

 O experimento da análise do fluxo sanguíneo 6 horas após o tratamento 

mostrou que não houve diferença significativa no aumento do fluxo (P valor = 

0.3458) (figura 4.8). 
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a  

b c 

 
Figura 4.8 - Fluxo sanguíneo cerebral após 6 horas de tratamento com cinaciguat e 
veículo 
(a) A comparação das medidas de fluxo sanguíneo cerebral obtidas após 6 horas de 
tratamento entre os grupos tratados com cinaciguat + artemeter (n=10) e veículo + artemeter 
(n=17) mostraram que não houve diferença significava do aumento de fluxo entre os grupos (P 
valor = 0.3458, teste de Mann-Whitney). No lado esquerdo, imagem com padrão speckle 
representando a mensuração no tratamento com riociguat (acima) e veículo (abaixo) e, do lado 
direito, gráfico com as medidas de ambos os grupos. (b) Parasitemia dos dois grupos com 
média próxima a 13%, não ocorrendo diferença significativa (P valor = 0.3609; teste t não 
pareado). (c) Temperatura dos dois grupos com média próxima a 34 ºC, não havendo diferença 
significativa (P valor = 0.2477; teste t não pareado). 
 

 

4.2 Permeabilidade da barreira hematoencefálica 

 

 No 6º dia de infecção, os animais com MCE foram tratados 

aleatoriamente com 3 mg/kg riociguat (s.c.) + artemeter (i.p.) ou com 300 g/kg 

cinaciguat (s.c.) + artemeter (i.p.) ou com veículo (s.c.) + artemeter (i.p.). Cinco 
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horas após o tratamento, os animais receberam o corante azul de Evans via 

intra ocular e, após uma hora, foram eutanasiados e seus cérebros removidos. 

Os animais não infectados-não tratados e os com MCE não tratados receberam 

os mesmos procedimentos que os demais para coloração e extração dos 

cérebros. 

a  

b c 

 

Figura 4.9 - Concentração (g/mL) do corante azul de Evans no cérebro 
(a) O grupo controle não infectado (n=6) apresentou concentração do corante 
significativamente menor do que os grupos com MCE não tratado (n=11; P valor < 0.0005), 
tratado com riociguat + artemeter (n=6; P valor < 0.05), tratado com cinaciguat + artemeter 
(n=10; P valor < 0.005) e tratado com veículo + artemeter (n=12; P valor < 0.005). Nenhum dos 
tratamentos diminuiu significativamente a permeabilidade quando comparados ao grupos dos 
animais com MCE não tratados (P valor > 0.05; one-way ANOVA com pós-teste de 
comparação múltipla de Tukey). (b) Parasitemia dos grupos com MCE tratados, com média 
próxima a 15%, não ocorrendo diferença significativa (P valor = 0.7124; one-way ANOVA com 
pós-teste de comparação múltipla de Tukey. (c) Temperatura dos três grupos tratados com 
média próxima a 34 ºC, não ocorrendo diferença significativa (P valor = 0.0651; one-way 
ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de Tukey. 
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Pode-se observar na figura 4.9 um aumento significativo da 

concentração do corante no cérebro de animais com MCE, tratados ou não 

com artemeter + riociguat, artemeter + cinaciguat ou artemeter + veículo, 

quando comparados com animais controles não infectados. Esses dados 

mostram que animais com MCE apresentam quebra da barreira 

hematoencefálica, com aumento considerável da permeabilidade vascular 

cerebral ao azul de Evans. Não foram observadas diferenças na intensidade do 

aumento de permeabilidade vascular entre os diferentes grupos de animais 

com MCE, antes ou após os diferentes tratamentos.  

 

4.3 Ensaio de sobrevida 

 

 Para analisar o efeito do tratamento adjuvante sobre a mortalidade, no 

dia 6 de infecção os animais com MCE passaram a receber aleatoriamente o 

tratamento de uma dose de 3 mg/kg riociguat (s.c.) + artemeter (i.p.) ou de 

veículo (20% DMSO + 80% salina, s.c.) + artemeter (i.p.). O artemeter foi 

administrado durante cinco dias consecutivos, e o riociguat ou o veículo só 

foram dados nos dois primeiros dias. Os animais usados no ensaio se 

encontravam com temperatura na faixa aproximada de 32,5 ºC a 36 ºC. As 

parasitemias variaram de 8% a 20% no primeiro dia de tratamento. As taxas de 

mortalidade de ambos os grupos se mantiveram próximas ao longo da semana 

de tratamento, portanto, ao final de oito dias, a taxa de sobrevida dos dois 

grupos foi de aproximadamente 50% (figura 4.10). 

 

 a 
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Figura 4.10 - Ensaio de sobrevida 
(a) O ensaio de sobrevida dos animais com MCE tratados com riociguat + artemeter (n=22, 
linha vermelha) e veículo + artemeter (n=19, linha preta) mostrou que não houve diferença 
significativa, com taxa de sobrevida de 50% no grupo riociguat e 47% no grupo veículo (P valor 
= 0.7836, teste de Log-rank - Mantel-Cox). (b) Parasitemia (%) do grupo riociguat + artemeter 
(preto) e veículo + artemeter (cinza) ao longo de quatro dias de tratamento e no primeiro dia da 
bateria de testes de comportamento (oitavo dia). O dia 1 refere-se a parasitemia antes do início 
do tratamento e os dias 2, 3, 4 e 5 os que receberam tratamento. Não houve diferença 
significativa entre as parasitemias de ambos os grupos ao longo dos dias (P valor >0.05; two-
way ANOVA). (c) Temperatura dos animais dos dois grupos tratados logo antes do momento 
do tratamento, não havendo diferença significativa (P valor = 0.9963; teste t não pareado). 

 

 

4.4 Testes de comportamento 

 

4.4.1 Campo aberto 

 

 O teste de campo aberto foi realizado no 3º e 4º dias após o término do 

tratamento quando a parasitemia já estava zerada, com o intuito de comparar a 

locomotividade, a ansiedade e a memória de habituação entre os animais 

controles não infectados e os animais tratados sobreviventes da MCE do 

ensaio descrito acima. As duas sessões do teste se deram de forma idêntica, 

com duração de 10 minutos cada.  

 A locomotividade foi analisada por meio do teste de campo aberto 1 

(primeira sessão), já que no teste de campo aberto 2 (segunda sessão, 24 

horas após a primeira) os animais naturalmente tendem a andar menos. Não 

houve diferença significativa entre as distâncias percorridas dos animais 

controles não infectados e dos infectados tratados, indicando que a 

locomotividade não foi alterada pela doença (figura 4.11a).  
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 A ansiedade dos animais foi analisada por meio da contagem de tempo 

que o animal ficava na região do centro do aparato do teste de campo aberto 1. 

Também não houve diferença significativa entre os grupos, mostrando que os 

animais que tiveram MCE e foram tratados não apresentaram níveis de 

ansiedade diferente dos controles (figura 4.11b).  

 Na análise de memória de habituação, foi comparada a primeira sessão 

(treino) com a segunda sessão (teste) (realizada 24 horas após a primeira). 

Nos grupos de animais que tiveram MCE e foram tratados, a arena foi 

significativamente menos explorada na segunda sessão, mostrando aquisição 

de memória de habituação de longo prazo. Quando comparadas apenas as 

segundas sessões entre os grupos, não há diferença significativa (figura 4.11c). 

  

a  

 

b  
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Figura 4.11 – Avaliação da locomotividade, ansiedade e memória de habituação 
(a) A distância percorrida (m) na arena da primeira sessão do campo aberto foi utilizada para 
avaliar a locomotividade. Não houve diferença significativa na locomotividade entre os animais 
não infectados (n=10) e infectados tratados com riociguat (n=10) ou veículo (n=9) (P valor > 
0.05; one-way ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de Tukey). (b) O tempo (s) em 
que o animal permaneceu na área central da arena durante a primeira sessão do campo aberto 
foi utilizado para avaliar a ansiedade. Não houve diferença significativa no tempo de 
permanência no centro entre os animais não infectados e infectados tratados (P valor > 0.05; 
one-way ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de Tukey. (c) No teste para avaliar 
memória de habituação (ou memória de longo prazo), comparou-se a distância percorrida entre 
a primeira sessão (preto) e a segunda (cinza), obtendo-se diferença significativa nos grupos 
infectados tratados com riociguat (P valor < 0.01) e veículo (P valor < 0.05), enquanto que o 
grupo controle não infectado não mostrou diferença significativa (P valor > 0.05; two-way 
ANOVA com pós-teste de Bonferroni). Comparando apenas a distância percorrida na segunda 
sessão do campo aberto entre os três grupos, não houve diferença significativa de exploração 
(P valor > 0.05; one-way ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de Tukey). 

 

4.4.2 Reconhecimento de objetos 

 

 O teste de reconhecimento de objetos foi realizado no 5º e 6º dias após 

o término do tratamento, tendo o objetivo de avaliar o aprendizado, isto é, a 

memória de longo prazo. Na sessão treino, ocorrida no primeiro dia, os dois 

objetos eram idênticos e foram posicionados com distâncias similares ao 

aparato. Não houve diferença significativa da exploração do objeto 1 e 2 em 

cada grupo, indicando que o teste foi válido pois ambos os objetos foram 

explorados igualmente (figura 4.12a).  

 Na sessão teste, realizada no segundo dia, um dos objetos foi trocado 

por outro de tamanho e textura diferentes, ficando posicionado exatamente no 

mesmo local que o objeto anterior se encontrava. Os grupos controle e tratados 
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com riociguat + artemeter exploraram mais o objeto novo do que o familiar, 

apesar da diferença de exploração dos objetos não ter sido significativa. Já o 

grupo tratado com veículo + artemeter explorou de maneira similar novamente 

ambos os objetos, mostrando que este grupo ficou com o aprendizado afetado. 

Quando comparado apenas o tempo de exploração do objeto novo, há 

diferença significativa entre o grupo controle e o tratado com veículo + 

artemeter, realçando que este grupo teve dano no aprendizado e o tratamento 

não ajudou a recuperar o dano (figura 4.12b).  

a  

 

 

 

  b 
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Figura 4.12 – Tempo de exploração no teste de reconhecimento de objetos 
(a) Na sessão treino, os três grupos avaliados exploraram similarmente o objeto 1 (preto) e o 
objeto 2 (cinza), não havendo diferença significativa (P valor > 0.05; two-way ANOVA com pós-
teste de Bonferroni). (b) Na sessão teste, não houve diferença significativa na exploração do 
objeto familiar (preto) e objeto novo (cinza) em todos os grupos (animais não infectados [n=10], 
tratados com riociguat [n=10] e tratados com veículo [n=9]; P valor > 0.05; two-way ANOVA 
com pós-teste de Bonferroni). Não houve diferença significativa na exploração dos objetos 
novos entre os três grupos (P valor > 0.05; one-way ANOVA com pós-teste de comparação 
múltipla de Tukey). 

 

4.4.3 Esquiva inibitória 

 

 O teste de esquiva inibitória foi realizado no 7º dia após término do 

tratamento, com o intuito de analisar a aquisição de memória de curto prazo. 

Na primeira sessão do teste, assim que o animal descia à grade, ele levava um 

choque de 0,5 mA durante 3 segundos. A segunda sessão ocorreu 3,5 horas 

após a primeira, onde apenas se avaliava o tempo que o animal descia à 

grade, sem necessidade de ativar o choque novamente.  

 Foi observado que todos os animais apresentaram bom desempenho de 

memória de curta duração, uma vez que houve diferença significativa entre o 

tempo de descida da primeira e da segunda sessão. Entretanto, quando 

analisado o tempo de descida apenas da segunda sessão entre os grupos, não 

houve diferença significativa, mostrando que a memória de curto prazo não foi 

danificada nos animais que tiveram MCE ou que o antimalárico por si só já teve 

um efeito benéfico na restauração dessa memória (figura 4.13).  
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Figura 4.13 - Tempo de descida à grade no teste de esquiva inibitória 
Na primeira sessão (preto) foi cronometrado quanto tempo o animal levava para descer à grade 
e, ao fazê-lo, receber um choque de 0,5 mA por 3 segundos. Na segunda sessão (cinza), 
realizada 3,5 horas após a primeira, foi apenas cronometrado o tempo de descida do animal à 
grade, sem necessidade de outro choque. O grupo controle (n=10), o grupo dos tratados com 
riociguat (s.c.) + artemeter (i.p.) (n=9) e o grupo tratado com veículo (s.c.) + artemeter (i.p.) 
(n=9) mostraram bom desempenho no teste, demorando significativamente para descer à 
grade na segunda sessão (P valor < 0.0001; two-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni). 
Não houve diferença significativa entre os grupos no tempo de descida da segunda sessão 
(one-way ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de Tukey). O teste foi interrompido 
com cinco minutos, no caso dos animais que não desceram à grade.  
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5. DISCUSSÃO 

 

 Os resultados da fluxometria com o LSCI dos animais com MCE 

mostraram redução significativa do fluxo sanguíneo cerebral em comparação 

com os animais controles. Esse dado corrobora estudos anteriores de nosso 

próprio grupo (Moreira A., 2015), assim como estudos com outras 

metodologias, como o de Penet et al. [117], que utilizou ressonância magnética 

in vivo nesse mesmo modelo de MCE, revelando redução da perfusão cerebral 

e formação de edema, com grande disfunção hemodinâmica, acompanhados 

de níveis elevados de lactato e fosfatos de alta energia reduzidos, indicando 

um perfil metabólico isquêmico. O edema agrava a isquemia por meio da 

compressão das artérias cerebrais levando, consequentemente, ao colapso do 

fluxo sanguíneo, sugerindo que seja o fator causal mais evidente da morte dos 

animais com MCE. Um estudo de nosso grupo [74] também confirmou a 

diminuição do fluxo sanguíneo durante a MCE por meio de microscopia 

intravital do cérebro. Foi observado que o sequestro de leucócitos diminui a 

perfusão cerebral, estreitando o diâmetro luminal dos vasos e bloqueando 

vênulas pós-capilares. Um dado crítico foi a observação de vasoconstrição com 

diminuição da velocidade do fluxo sanguíneo e consequente queda do fluxo 

sanguíneo arterial da pia-máter. O tratamento dos animais com antimalárico 

associado com nimodipina, um bloqueador de canais de cálcio que provoca 

vasodilatação, resultou em aumento significativo do fluxo sanguíneo cerebral, e 

também aumentando a sobrevida substancialmente. Esses dados novamente 

afirmam que a redução do fluxo sanguíneo cerebral é um evento crítico que 

leva o indivíduo à morte, uma vez que a administração de fármacos que 

revertem a vasoconstrição diminui a mortalidade dos animais.  

A redução do fluxo sanguíneo com hipóxia cerebral também é uma das 

características principais na MC humana. O bloqueio ou diminuição do lúmen 

dos vasos por acúmulo de eritrócitos parasitados e não parasitados, acúmulo 

de plaquetas e leucócitos, o dano vascular, a disfunção endotelial levando à 

vasoconstrição, microhemorragias e redução da perfusão tecidual são algumas 

das características que explicam a queda do fluxo sanguíneo cerebral [19,22]. 

As áreas afetadas no cérebro com restrição ou bloqueio do fluxo microvascular 
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tem diminuído também os níveis de O2 necessários para o metabolismo celular, 

o que levará o indivíduo ao óbito.  

Por esse motivo, postulamos que intervenções que atuem na reversão 

da vasoconstrição cerebral levariam a um aumento da perfusão sanguínea 

cerebral, revertendo o processo isquêmico e dando maiores chances de 

sobrevida aos indivíduos afetados. Uma vez que os eventos vasoconstritores 

na MCE são o resultado da disfunção vascular envolvendo uma deficiência de 

NO e, consequentemente, de sua sinalização, nos propusemos a avaliar o 

efeito de estimuladores (riociguat) e ativadores (cinaciguat) da sGC nesse 

contexto. 

Nos experimentos de avaliação do fluxo sanguíneo cerebral com o 

riociguat, foi observado aumento significativo do fluxo, em torno de 20%, 1 hora 

após o tratamento. Entretanto, o aumento observado após a administração de 

riociguat (+ artemeter) foi semelhante ao induzido pelo veículo (+ artemeter), 

indicando que o efeito observado não foi devido à droga teste. Consideramos 

inicialmente que poderia haver um efeito benéfico do volume de líquido 

administrado (100 L) sobre a circulação sanguínea, uma vez que a 

hipovolemia tem sido demonstrada na malária grave humana [15,118], o que 

leva à hipoperfusão de órgãos vitais. Essa constatação, inclusive, foi o 

fundamento utilizado para propor a reposição de líquidos como potencial 

terapia adjuvante para malária grave, embora testes clínicos tenham revelado 

que a reposição de líquidos tinha efeito deletério na sobrevida desses 

pacientes [119]. De fato, 100 L do veículo injetado equivalem a cerca de 10 a 

20% do volume de plasma de um camundongo, o que certamente poderia ter 

algum impacto. Por esse motivo, incluímos um grupo controle adicional de 

animais com MCE tratados apenas com artemeter, em pequeno volume (20 L) 

de formulação oleosa, sem a injeção concomitante de qualquer volume aquoso, 

e verificamos que isso também resultou em um aumento significativo de fluxo 

sanguíneo após uma hora. Esse dado indica que o artemeter, por si só, 

apresenta um efeito imediato benéfico sobre o fluxo sanguíneo cerebral. 

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que o artemeter não é 

capaz, por si só, de reverter a vasoconstrição cerebral na MCE, mas diminui 

drasticamente a adesão celular nos vasos cerebrais em 24 horas, 
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desobstruindo os vasos e permitindo assim melhor fluxo sanguíneo [102]. 

Entretanto, o efeito rápido do artemeter aqui demonstrado, apenas 1 hora após 

a administração, é curioso e inesperado e requer maiores investigações. 

Alguns estudos já relataram que o artemeter possui efeito anti-inflamatório, 

suprimindo mediadores pró-inflamatórios, como NO/iNOS, TNF-α, IL-6, IL-1α, 

prostaglandina E2, prostaglandina E sintase-1 microssomal, ciclooxigenase-2 e 

aumentando a IL-13, que está associada com proteção e redução da gravidade 

da MC, podendo explicar o aumento do fluxo sanguíneo [120,121]. 

Apesar de o riociguat + artemeter não ter apresentado um efeito 

diferente daquele observado com a administração do artemeter ou veículo + 

artemeter sobre o fluxo sanguíneo cerebral no espaço de uma hora, com um 

intervalo de 6 horas após a administração pode-se observar um efeito nítido 

dessa droga. Animais com MCE tratados com riociguat + artemeter 

apresentaram um fluxo sanguíneo cerebral cerca de 20% maior que animais 

tratados com veículo + artemeter. Esses dados indicam que a administração de 

artemeter, por si só, causa um aumento de fluxo sanguíneo cerebral de curta 

duração, ao passo que a sua combinação com o riociguat proporciona um 

efeito sustentado. Assim sendo, esses dados indicam que nossa hipótese de 

trabalho, nesse caso, estava correta. A estimulação de sGC aumenta os níveis 

de GMPc, gerando diversas fosforilações e causando relaxamento muscular 

dos vasos sanguíneos, aumentando a passagem de fluxo naquela região [91]. 

É importante ressaltar que, no nosso conhecimento, essa é a primeira 

demonstração de efeito benéfico de riociguat sobre o fluxo sanguíneo cerebral. 

Até o momento, o riociguat tem sido extensivamente estudado como 

terapêutica para hipertensão pulmonar arterial (PAH), tendo inclusive sido o 

primeiro estimulador de sGC a ir para a fase clínica de desenvolvimento para 

essa doença. Os testes clínicos mostraram que ele aumenta significativamente 

a hemodinâmica vascular pulmonar e a habilidade de exercício nos pacientes 

com PAH e hipertensão pulmonar tromboembólica crônica (CTEPH), além de 

diminuir a resistência vascular pulmonar em pacientes com PAH associada 

com disfunção sistólica do ventrículo esquerdo [122]. Em estudo com ratos com 

PAH grave, induzidos por hipóxia e SU5416 (receptor antagonista de fator de 

crescimento endotelial vascular), o riociguat diminuiu significativamente a 
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pressão sistólica ventricular direita e a resistência pulmonar total, aumentou o 

débito cardíaco e também diminuiu significativamente o número de artérias 

ocluídas [98]. O ótimo efeito demonstrado na hemodinâmica pulmonar mostra 

que esta droga gera vasodilatação e aumento do fluxo sanguíneo, além de 

outros benefícios.  

Mais estudos demonstraram que o riociguat pode atuar em outras redes 

vasculares além da pulmonar, embora, como mencionado, esta seja a primeira 

demonstração desse efeito na circulação sanguínea cerebral. Além disso, esta 

é, no nosso conhecimento, a primeira aplicação de um estimulador de sGC 

sobre complicações vasculares em uma doença aguda de caráter infeccioso, 

uma vez que o desenvolvimento e aplicação de tais compostos têm como alvo 

tradicional doenças vasculares crônicas como a PAH e a hipertensão arterial. O 

riociguat possui de fato efeito sinérgico anti-hipertensivo quando administrado 

juntamente com um bloqueador de receptor de angiotensina II em 

camundongos que não expressam a eNOS [104]. No estudo de Sharkovska et 

al. [100], o riociguat normalizou a pressão sanguínea em coelhos nitrato-

tolerantes, reduziu o dano no órgão cardíaco por meio da redução da fibrose 

intersticial cardíaca, reduziu o dano no órgão renal por meio da diminuição de 

glomeruloscleroses e fibrose intersticial renal em ratos hipertensivos renina-

trangênicos tratados com L-NAME. No trabalho de Geschka e colaboradores 

[103], esta droga atenuou a hipertensão sistêmica e a disfunção sistólica, 

diminuiu o remodelamento do tecido fibrótico no miocárdio e córtex renal e 

aumentou a sobrevida em modelo de hipertensão com ratos. Ambos os 

estudos mostraram que o riociguat possui efeito protetor em modelos de 

hipertensão sistêmica, além de aumentar a sobrevida.  

Camundongos com MCE apresentam queda de pressão arterial [85]. 

Assim sendo, a utilização de vasodilatadores sistêmicos como os 

estimuladores e ativadores de sGC requer cuidados e poderia ser considerada, 

a princípio, contra intuitivo nessas circunstâncias. Entretanto, estudos 

anteriores de nosso grupo mostraram que a administração de vasodilatadores 

como nitroglicerina [89], GSNO [88], ou nimodipina [84] têm efeitos 

vasodilatadores cerebrais e/ou na sobrevida sem apresentarem agravamento 

da hipotensão nesses animais. Um estudo do efeito de riociguat sobre a 
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pressão arterial em animais com MCE é necessário e, de fato, estava previsto 

para esta dissertação, mas não pode ser conduzido devido a problemas com o 

equipamento em nosso laboratório. 

Diferentemente dos estudos citados anteriormente, neste trabalho aqui 

apresentado o tratamento adjuvante com riociguat não resultou em aumento de 

sobrevida de animais com MCE quando comparado ao tratamento com veículo. 

Apesar do aumento de fluxo sanguíneo cerebral sustentado nas primeiras 

horas do tratamento, parece que isso não é suficiente para diminuir a 

mortalidade dos animais. Em estudos anteriores, foi observado que a reversão 

da vasoconstrição cerebral pela nitroglicerina estava relacionada ao aumento 

de sobrevida em animais com MCE [89]. Naquele caso, entretanto, a 

nitroglicerina foi administrada na forma de adesivos de liberação transdérmica 

lenta e continuada por 24 horas, o que permitiu manter níveis plasmáticos 

elevados durante todo esse período. No presente estudo, o riociguat foi 

administrado em bolus subcutâneo, duas vezes em um intervalo de 24 horas, e 

é possível que o efeito benéfico sobre a circulação cerebral não tenha sido tão 

prolongado. Há a necessidade de se avaliar esse efeito para além das seis 

horas, como realizado nesse estudo. Assim, a ausência de efeito protetor na 

sobrevida talvez possa ser explicada pelos esquemas e doses testados. Nos 

estudos de Geschka [103] e Sharkovska [100] a sobrevida foi substancialmente 

aumentada com a mesma dose (3 mg/kg), porém, em se tratando de agravos 

crônicos de hipertensão, os animais foram tratados com esta droga por 

gavagem por 14 e 18 dias consecutivos, respectivamente. De qualquer 

maneira, o efeito de recuperação ou aumento do fluxo sanguíneo cerebral, de 

forma sustentada (6 horas), como observado no presente estudo, é promissor 

e, por preservar o tecido cerebral de um insulto isquêmico mais severo e 

prolongado, gera a expectativa de que a otimização de doses e esquemas de 

tratamento possa levar a um aumento da sobrevida dos indivíduos com MC.  

Nos experimentos de avaliação do fluxo sanguíneo cerebral em animais 

tratados com o ativador de sGC cinaciguat, em nenhum dos dois tempos pós-

tratamento ocorreu aumento significativo em comparação com os animais 

tratados com veículo. Existia uma expectativa na utilização de tal composto 

pelo fato de que o forte estresse oxidativo presente na MCE poderia causar a 
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transformação do NO em peroxinitrito. Esses eventos oxidativos fazem com 

que a sGC perca seu grupamento heme, não respondendo mais ao NO. 

Porém, na presença do cinaciguat, a enzima funcionaria normalmente, como se 

tivesse sido ativada pelo próprio NO [123]. Esse resultado foi inesperado, uma 

vez que em diversos estudos esta droga se mostrou um potente vasodilatador 

em situações de estresse oxidativo. No modelo ovino de PAH, o cinaciguat 

produziu vasodilatação pulmonar, aumentou a oxigenação arterial sistêmica e 

aumentou a liberação de cGMP transpulmonar, sem efeito significativo na 

pressão arterial média [124]. Em um trabalho utilizando um modelo de lesão 

com reperfusão-isquêmica cardíaca em cachorros que sofreram parada 

cardioplégica e circulação extracorpórea, o pré-condicionamento com 

cinaciguat aumentou a contratilidade do ventrículo esquerdo e direito, 

aumentou o fluxo sanguíneo coronário e aumentou a vasodilatação endotélio-

dependente [125]. Em outro modelo de isquemia/reperfusão no coração, o 

tratamento com esse composto reduziu significativamente o tamanho do infarto 

e reperfusão, tanto em coelhos como em camundongos, e ainda aumentou a 

atividade da PKG miocardial [96]. Em modelos de doenças renais, foi 

observado que o tratamento com o cinaciguat reduziu a pressão sanguínea e a 

hipertrofia ventricular esquerda e desacelerou a progressão de doença renal 

em ratos com nefrectomia [95], além de ter estabilizado parcialmente a 

hipertensão e vasoconstrição renal e ter restabelecido a modulação da 

autoregulação do fluxo sanguíneo renal [126].  

Novamente, no caso do cinaciguat, pode-se especular que a ausência 

de aumento significativo no fluxo sanguíneo cerebral no presente estudo seja 

devida à dose e/ou esquema de tratamento. A dose utilizada foi baseada no 

estudo de Thoonen et al. [94], que foi suficiente para os efeitos da sGC se 

manifestarem normalmente em animais que apresentavam somente a forma da 

sGC oxidada. No estudo de Thoonen a resposta a esta dose pode ter sido 

muito efetiva pois os animais apresentavam somente a sGC livre de heme, 

tornando-se um ambiente altamente propício para a ligação do cinaciguat em 

qualquer sGC. Stasch et al. [123] perceberam que a variação da abundância de 

sGC oxidada altera marcadamente a resposta aos ativadores de sGC. Ou seja, 

pode ser que na MCE a dose administrada neste trabalho não tenha sido 
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suficiente para atingir a quantidade de sGC oxidada presente nos animais 

infectados e ativá-la. Também podemos considerar que talvez na MCE a sGC 

em seu estado reduzido seja mais abundante do que a sua forma oxidada, 

podendo explicar o porquê do estimulador ter obtido melhor resposta do que o 

ativador. É válido igualmente considerar que nenhum estudo analisou o tecido 

cerebral após o tratamento com esta droga, logo, pode ser que o cinaciguat 

não tenha chegado suficientemente ao cérebro quando administrado na dose 

de 300 µg/kg por meio da via s.c.  

Nos experimentos de permeabilidade da barreira hematoencefálica 

houve, como esperado, aumento significativo nas concentrações de azul de 

Evans no cérebro dos animais com MCE (não tratados) quando comparados 

aos animais não infectados. No entanto, não houve diferença significativa entre 

os animais tratados com artemeter em todas as combinações (riociguat, 

cinaciguat ou veículo) depois de 6 horas em relação aos infectados não 

tratados, nos esquemas de tratamentos e doses testadas. A barreira 

hematoencefálica é formada por pericitos, terminações de astrócitos, endotélio 

microvascular e membrana basal [30]. As células endoteliais dos capilares 

cerebrais possuem eNOS, enquanto a iNOS está presente nos astrócitos, 

ambas participando da via NO-sGC-cGMP [127]. Em um trabalho que 

objetivava analisar o efeito do NO no dano à barreira hematoencefálica gerado 

durante a hipóxia/reoxigenação (H/R), foi observado que, ao usar um doador 

de NO, a permeabilidade da barreira induzida pela H/R foi atenuada. Os 

resultados desse estudo mostraram que o NO pode sequestrar efetivamente as 

ROS formadas durante a H/R nas células endoteliais cerebrais, fornecendo 

proteção à barreira hematoencefálica tanto em relação ao aspecto funcional 

como molecular [128]. Ou seja, nesse caso o efeito benéfico do NO sobre a 

permeabilidade vascular se deu por mecanismo independente de sinalização 

por sGC. Se esse for o caso, a administração de riociguat ou cinaciguat não 

afetaria a permeabilidade vascular e, assim sendo, não substituiria o potencial 

benéfico de doadores de NO. Entretanto, o estudo de Wong et al. [129] com 

modelo de barreira hematoencefálica humana in vitro contendo células 

endoteliais que possuíam eNOS mas com pouca produção de NO, mostrou que 

a administração de doadores de NO ou agonista da cGMP aumentavam a 



72 

 

resistência da monocamada endotelial. Quando a sGC foi inibida com ODQ ou 

a proteína quinase dependente de cGMP foi inibida, a resistência da 

monocamada rapidamente diminuiu. Também foi observado que IL-1β, IFN-γ e 

LPS aumentavam a permeabilidade da barreira por meio da diminuição da 

resistência elétrica transendotelial e que tanto os doadores de NO como o 

agonista da cGMP revertiam esse efeito. Logo, o estudo mostrou que o NO 

pode diminuir a permeabilidade da barreira hematoencefálica humana por meio 

de um mecanismo dependente da produção de cGMP resultante da ativação 

da sGC. Obviamente, a tentativa de reversão de um processo extremamente 

danoso ao endotélio cerebral in vivo, como é o caso da MCE, através de 

intervenções farmacológicas, apresenta uma vasta gama de complicadores não 

observados em estudos mecanísticos in vitro, como os mencionados acima.  

 Os testes que analisam a cognição dos animais foram realizados no 

intuito de verificar se os tratamentos surtiram algum efeito sob este aspecto. 

Nos experimentos de campo aberto, animais controles e os tratados com 

riociguat ou veículo não apresentaram diferenças significativas nos parâmetros 

de locomotividade e ansiedade. A locomotividade realmente não parece ser 

afetada em animais curados da MCE. Desruisseaux et al. [76] observaram em 

11 dias de infecção com PbA que os animais não apresentaram piora na 

locomotividade com o mesmo teste de campo aberto. Dai et al. [130] e Guha et 

al. [131] também não observaram diferença na locomotividade e exploração 

após clearance parasitário. Campos et al. [80] observaram que no 5º dia de 

infecção com PbA os animais apresentavam significativa diferença na distância 

percorrida quando comparados aos animais não infectados, mas isso é 

esperado, uma vez que nesse caso os animais estavam doentes, não tratados. 

De fato, a infecção por PbA, na medida em que a doença evolui, afeta cada vez 

mais o desempenho dos animais em testes comportamentais e motores, como 

já demonstrado em outros estudos, inclusive de nosso próprio grupo [73,74]. O 

estudo de Campos e colaboradores também avaliou a ansiedade, mostrando 

que no 5º dia de infecção os animais se comportaram de maneira ansiosa, 

percorrendo menor distância no centro do campo aberto do que os animais 

controles. No 18º dia pós-infecção, o grupo tratado com artesunato e livre de 

plasmódios demonstrou comportamento ansioso no teste de labirinto em cruz 
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elevada, enquanto que o tratamento com artesunato + cannabidiol preveniu o 

comportamento ansioso. Nossos resultados diferem deste achado, uma vez 

que tanto os animais tratados com artemeter + veículo como aqueles tratados 

com artemeter + riociguat apresentaram o desempenho nos testes de 

comportamento semelhantes aos animais controles não infectados, sugerindo 

que animais que se recuperam da MCE não são afetados no aspecto da 

ansiedade.  

  Tanto o teste do campo aberto quanto o do reconhecimento de objetos 

foram utilizados para analisar a memória de longo prazo, enquanto que o teste 

de esquiva inibitória objetivou analisar a memória de curto prazo. A memória de 

curto prazo se dá por modificações na transmissão sináptica, gerando sinais 

intracelulares por meio de segundos mensageiros, enquanto a de longo prazo é 

formada através da modificação de proteínas sinápticas preexistentes [132]. No 

teste de campo aberto, todos os animais tratados exploraram significativamente 

menos a arena no segundo dia, mostrando que adquiriram memória de 

habituação e não houve diferença na distância percorrida entre os grupos 

tratados e não infectados. No teste de reconhecimento de objetos todos os 

animais exploraram similarmente todos os objetos das duas sessões, ou seja, 

os animais que tiveram MCE se comportaram de maneira similar aos animais 

controles não infectados, não mostrando aquisição de memória de longo prazo. 

No experimento de esquiva inibitória, todos os grupos demoraram 

significativamente a descer à grade na segunda sessão do teste, mostrando 

ganho de memória de curto prazo, mas não ocorrendo diferença significativa 

entre os tempos de descida, o que mostra que os animais que tiveram MCE 

não tiveram sua memória afetada.  

 Os achados de nosso estudo, no que se refere a esses testes 

comportamentais e de memória, são intrigantes pois nosso desenho 

experimental induz uma malária de gravidade bem mais intensa do que 

aqueles utilizados nos estudos citados acima. Em nosso estudo, os animais só 

são tratados (com artemeter e droga adjuvante ou veículo) com malária 

cerebral estabelecida, ou seja, depois que desenvolvem sinais clínicos dessa 

complicação. O critério objetivo para tratamento é a presença de hipotermia, 

com temperatura retal entre 32,5 ºC e 36 ºC. Animais nesse estágio vão a óbito 
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em poucas horas se não tratados e, na maioria dos casos, isso ocorre mesmo 

quando são tratados com derivados de artemisinina [73,74,133]. Nos estudos 

citados, os animais em sua maioria foram tratados antes do estabelecimento 

completo da síndrome neurológica [78-80]. Ou seja, era de se esperar que os 

animais em nosso estudo apresentassem sequelas neurológicas, como dano 

cognitivo, em grau mais intenso ou pelo menos em grau semelhante àquelas 

evidenciadas nos estudos citados.   

 O estudo de Desruisseaux e colaboradores [76] observou que animais 

com MCE apresentam dano significativo na memória visual por meio do teste 

de reconhecimento de objetos voltado para memória de trabalho, pois no 7º dia 

de infecção os animais exploraram significativamente menos o objeto novo 

quando comparados aos controles não infectados. Porém, quando o teste foi 

realizado sob os parâmetros de exploração dos objetos, também não ocorreu 

diferença significativa entre os dois grupos, sendo este resultado similar ao 

encontrado no presente trabalho. Por meio de análise histológica, a disfunção 

cognitiva foi relacionada a hemorragias, inflamação, mudanças na atividade e 

morfologia microglial detectadas nos cérebros dos camundongos infectados. 

Microglias são células originárias de macrófagos/monócitos e, quando ativadas 

por diferentes estímulos patogênicos, como aos associados à malária 

(sequestro de células inflamatórias nos vasos cerebrais de animais com MCE e 

ativação da microglia em todas as áreas do cérebro, demonstrando inflamação 

parenquimal cerebral), elas respondem de diversas maneiras, ocorrendo 

alterações morfológicas e liberação de mediadores inflamatórios [76]. A 

quantidade de microglias aumenta durante a MCE no hipocampo, área 

responsável pela consolidação da memória, aumentando os níveis de citocinas 

pró-inflamatórias [77,131]. O estudo de Guha et al. [131] também não mostrou 

diferença significativa na obtenção de memória entre animais com MCE e 

controles não infectados. O uso de uma única dose de um derivado de 

artemisinina, como o artesunato, diminui os níveis de citocinas pró-

inflamatórias no hipocampo e córtex frontal em animais infectados com PbA, 

demonstrando melhoras nos sintomas neurológicos, o que talvez explique o 

porquê dos animais tratados do presente estudo terem demonstrado 

comportamento semelhante aos animais não infectados [134]. Diferentemente 
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de outros estudos que analisaram memória de curta e longa duração na MCE, 

foi observado tanto nos testes de reconhecimento de objetos quanto no de 

esquiva inibitória que ocorre déficit cognitivo após clearance parasitário pelo 

tratamento com artesunato ou cloroquina [78-80,130].  

 O planejamento e execução dos experimentos de comportamento no 

presente estudo partiram de fato da premissa de que animais que se 

recuperariam de MCE apresentariam déficit cognitivo, incluindo de memória. 

Assim sendo, nossa expectativa era a de que a estimulação da sGC poderia 

influenciar beneficamente na aquisição de memória, prevenindo ou revertendo 

tais danos, e tal hipótese se baseou em vários estudos que observam a 

presença de nNOS/sGC/PKG na geração de memória [135]. Num estudo 

administrando um bloqueador da sGC (LY 83583) na área bilateral 

intrahipocampal ocorreu total amnésia para esquiva inibitória quando dado 

imediatamente após o treino, mas o mesmo não ocorreu 30 minutos após o 

treino. Além disso, os ratos submetidos ao teste de esquiva inibitória tiveram 

seus níveis de cGMP e atividade da PKG significantemente aumentados e, 

novamente, isso não foi observado 30 minutos após o treino, indicando que a 

cascata hipocampal cGMP/PKG está associada nos estágios iniciais de 

formação de memória em ratos [136]. Outro estudo utilizando um inibidor de 

nNOS (3-bromo-7-nitroindazol [3-Br 7-NI]) e o inibidor irreversível de sGC, 

ODQ, analisado por meio do teste de esquiva inibitória passiva, mostrou que a 

inibição de nNOS interrompe os processos de memória de trabalho e 

referência, prejudicando as estratégias usadas para resolver tarefas de 

aprendizagem. Os inibidores de nNOs e sGC aumentaram significativamente o 

número de erros e latência, tanto na performance de trabalho como na 

memória de referência, indicando que a interação nNOS-sGC pode ser 

necessária tanto no aprendizado emocional e nas memórias de trabalho e 

referência [137]. Em outro estudo de Komsuoglu-Celikyurt e colaboradores 

[138], foi testado o ativador de sGC YC-1 em ratos com quatro meses e 24 

meses de idade, com doses diárias durante duas semanas, avaliando a 

memória de aprendizado por meio do labirinto aquático de Morris e esquiva 

passiva. O desempenho dos animais nos testes mostrou diferenças entre as 

idades, sugerindo que a ativação da via NO-sGC-cGMP desempenha um 
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importante papel no aprendizado emocional e espacial e nas funções de 

memória em ratos mais velhos. Utilizando o teste de reconhecimento de 

objetos e comparando com os resultados provenientes da administração de um 

inibidor de nNOS, de um inibidor de sGC, de um inibidor e um ativador de PKG 

e um doador de NO, Furini et al. [139] conseguiram demonstrar que a 

sinalização NO-sGC-PKG é essencial no hipocampo para a consolidação de 

memória em reconhecer objetos. Esses estudos citados demonstram a 

importância da ativação da sGC durante a consolidação de memória, tanto de 

longo como curto prazo. Se os animais com MCE tivessem apresentado déficit 

na aquisição de memória, o que seria evidenciado pelos animais tratados com 

veículo, é possível que o estimulador de sGC riociguat pudesse melhorar o 

desempenho na consolidação da memória ou até mesmo restaurá-la por 

completo, assemelhando-se aos animais não infectados.  

 Em resumo, o presente estudo demonstra que o riociguat pode afetar 

beneficamente o fluxo sanguíneo cerebral quando utilizado como terapia 

adjuvante ao artemeter em animais com MCE tardia, indicando que 

estimuladores de sGC podem substituir, eventualmente de maneira mais eficaz 

e segura, doadores de NO nesse tipo de terapia. Entretanto, estudos mais 

detalhados e explorando diferentes dosagens, vias e esquemas de tratamento 

são necessários para otimizar e maximizar os potenciais efeitos benéficos. É 

necessária a realização de medidas dos níveis de cGMP no cérebro e nos 

microvasos cerebrais, assim como em outros vasos, para confirmar que a 

administração dos ativadores e estimuladores de sGC está de fato tendo o 

efeito esperado nos alvos desejados. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Em geral, pode-se concluir que a modulação farmacológica da atividade 

enzimática da sGC é capaz de melhorar o fluxo sanguíneo cerebral em animais 

com malária cerebral e, portanto, tem potencial terapêutico para esse agravo. 

Entretanto, nas doses e esquemas testados as intervenções não foram 

capazes de impactar sobre a permeabilidade da barreira hematoencefálica e a 

sobrevida. De maneira específica, conclui-se que:  

1. Animais com MCE apresentam queda significativa no fluxo sanguíneo 

cerebral no 6º dia de infecção em relação ao fluxo sanguíneo de animais 

controles não infectados;  

2. O antimalárico artemeter pode aumentar significativamente o fluxo 

sanguíneo cerebral após 1 hora de sua administração;  

3. Após 6 horas do tratamento com artemeter e riociguat ocorre aumento 

significativo do fluxo sanguíneo cerebral, quando comparado com animais 

tratados com artemeter e veículo;  

4. O tratamento com artemeter e cinaciguat não induz aumento do fluxo 

sanguíneo cerebral após 1 hora e 6 horas do tratamento nas doses e 

esquemas realizados neste trabalho;  

5. Durante a MCE ocorre quebra da barreira hematoencefálica, 

aumentando a sua permeabilidade, que não é revertida pelo tratamento com 

artemeter combinado com riociguat, cinaciguat ou veículo no período de 6 

horas após o tratamento;  

6. O riociguat administrado juntamente com o artemeter não altera a 

sobrevida dos animais com MCE quando comparado ao tratamento com 

artemeter e veículo;  

7. Animais resgatados da MCE pelo tratamento com artemeter, em 

combinação com riociguat ou veículo, não apresentam diferença significativa 

na locomotividade, ansiedade e memória de curto e longo prazos quando 

comparados a animais não infectados.  
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