
MINISTÉRIO DA SAÚDE 
FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 
INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
Doutorado em Programa de Pós-Graduação em Biologia Parasitária 

 
 
 
 
 
 

INTERVENÇÕES BASEADAS NA RESTAURAÇÃO DA FUNÇÃO 
VASCULAR COMO TERAPIAS ADJUVANTES PARA MALÁRIA 

CEREBRAL EXPERIMENTAL  
 
 
 
 
 
 

ALINE DA SILVA MOREIRA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Rio de Janeiro 
Dezembro de 2019 

  



ii 

 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Parasitária 

 
 
 
 
 
 

ALINE DA SILVA MOREIRA 
 
 
Intervenções baseadas na restauração da função vascular como terapias adjuvantes 

para malária cerebral experimental    
 
 
 
 

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como 

parte dos requisitos para obtenção do título de 

Doutor em Ciências 
 
 
 
Orientador:    Prof. Dr. Leonardo José de Moura Carvalho  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

RIO DE JANEIRO 
Dezembro de 2019 



Moreira, Aline da Silva.

Intervenções baseadas na restauração da função vascular como terapias
adjuvantes para malária cerebral experimental / Aline da Silva Moreira. - Rio
de janeiro, 2019.
      xviii, 129 f.; il.

Tese (Doutorado) – Instituto Oswaldo Cruz, Pós-Graduação em Biologia
Parasitária, 2019.

Orientador: Leonardo José de Moura Carvalho.

Bibliografia: f. 92-102

1.  Malária  cerebral  experimental.  2.  Disfunção  vascular.  3.  Ácido
araquidônico. 4. Óxido nítrico. 5. Terapias adjuvantes. I. Título.

Elaborada pelo Sistema de Geração Automática de Ficha Catalográfica da Biblioteca de Manguinhos/ICICT com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).



iii 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Parasitária 

 
 
 
AUTORA: ALINE DA SILVA MOREIRA  

 

  
 
  

Intervenções baseadas na restauração da função vascular como terapias 
adjuvantes para malária cerebral experimental  

 
 
 
 
 
ORIENTADOR: Prof. Dr. Leonardo José de Moura Carvalho  

 
 
 
 
Aprovada em: 12/12/2019 
 
 
 
EXAMINADORES:  
 
Prof. Dr. Josué da Costa Lima Júnior - Presidente (IOC-FIOCRUZ) 
Profa. Dra. Tatiana Maron Gutierrez (IOC-FIOCRUZ) 
Profa. Dra. Ana Acacia Pinheiro Caruso Neves (UFRJ-RJ) 
Profa. Dra. Mariana Conceição de Souza (Farmanguinhos-FIOCRUZ) 
Prof. Dr. David do Carmo Malvar (UFRRJ-RJ) 
  
 

Rio de Janeiro, 12 de dezembro de 2019   



iv



v 

AGRADECIMENTOS 

Primeiramente, agradeço a Deus por guiar os meus passos e cuidar de mim, mesmo 

quando a dureza da vida, às vezes, me faz pensar o contrário. 

 

Agradeço imensamente à minha mãe, Tânia, por todo o amor, carinho e cuidado. 

Obrigada por apoiar todas as minhas escolhas, por ser tão presente, por me incentivar 

e acreditar em mim. Nem o espaço de toda essa tese seria suficiente pra descrever a 

sua importância em minha vida! Te admiro muito e tenho orgulho de ser a sua filha!  

Agradeço à minha irmã, Amanda, por me ouvir tão pacientemente, por me 

compreender e aconselhar. Obrigada por me fazer rir das situações adversas da vida 

e por sempre estar disposta a me ajudar.  

Agradeço ao meu pai, Luiz, pelas orações, pelo carinho e incentivo mesmo que 

distante.  

Ao meu padrasto, José Carlos, pelo carinho, preocupação, e pelas caronas de 

madrugada nos últimos meses para que eu chegasse em segurança na Fiocruz e não 

perdesse os meus experimentos.  

Ao meu noivo, Thiago, por todo o amor e pelo imensurável cuidado. Agradeço por 

compreender a minha ausência, por toda a sua paciência, companheirismo e apoio 

incondicional. Obrigada por me ajudar nas inúmeras vezes que tive que formatar essa 

tese e por me fortalecer nos momentos de exaustão.  

Ao meu querido orientador, Dr. Leonardo Carvalho, pelas inúmeras oportunidades, 

por todos os ensinamentos, pela confiança, e incentivo constante durante esses 7 

anos. Obrigada por me ouvir com tanto carinho e paciência, especialmente nos últimos 

meses, e pelos valiosos conselhos. Agradeço por ter tido a oportunidade de trabalhar 

contigo, e de fazer parte do seu grupo de pesquisa. Você é um exemplo pra mim. 

Muito obrigada por tudo!  

Aos colegas do Laboratório de Pesquisa em Malária pela disponibilidade em ajudar, 

pela torcida e pelos momentos de descontração. Gostaria de agradecer, 

especialmente, à Fabiana Gomes pela amizade, pela preocupação e pela ajuda na 

realização dos experimentos finais dessa tese. Obrigada, Fabi, por não me deixar 

esmorecer pelas dificuldades que surgem durante a caminhada. Agradeço também 



vi 

ao Bruno Vasconcelos por me ajudar nos experimentos e pelo carinho. Espero que 

tenha muito sucesso na carreira que decidir seguir!  

Ao Guilherme Salgado, meu primeiro aluno, por me permitir descobrir o que é orientar. 

Agradeço por me auxiliar nos experimentos e por me fazer rir às 5h da manhã a 

caminho do biotério. Sinto-me orgulhosa por suas conquistas e estou certa que terás 

um futuro brilhante pela frente.  

Às minhas queridas amigas, Amanda Cruz, Manoelli Santos, Elza Silva, Marina 

Tristão, Raquel Rangel e Juliana Ribeiro por serem sempre presentes na minha vida. 

Obrigada por cada conselho carinhoso e por todo o cuidado. Agradeço por cada 

ligação e mensagem quando estive nos Estados Unidos, por me incentivarem a 

enfrentar o desconhecido, por compreenderem os meus medos e me estimularem a 

seguir em frente. Obrigada por me aceitarem do jeito que sou, pela torcida constante 

e amizade sincera!  

Agradeço ao Dr. David Malvar que tão gentilmente se disponibilizou a nos ajudar com 

a extração e quantificação dos eicosanoides no tecido cerebral dos camundongos. 

Obrigada por esclarecer todas as nossas dúvidas e, pacientemente, nos auxiliar a 

estabelecer o melhor protocolo pra conduzir os experimentos. Muito obrigada, David!  

Agradeço à Dra. Patrícia Reis e à sua aluna, Tathiany Igreja, pelo auxílio nos 

experimentos de comportamento animal realizados no início desse trabalho.  

Ao Dr. Hans Ackerman e toda a sua equipe, Steven Brooks, Majed Almashjary, Dra. 

Parker Ruhl, Mary Jackson, Robert Emeh, Jessica Nino, Jarrett Jackson e Dongying 

Ma, pela receptividade no Laboratory of Malaria and Vector Research (LMVR-

NIAID/NIH). De maneira especial, gostaria de agradecer ao Dr. Ackerman pela valiosa 

oportunidade, pelas discussões, pelo aprendizado, e pelo nítido entusiasmo com cada 

resultado obtido durante os experimentos. Agradeço ao Steve por me ensinar a 

técnica de miografia, por realizar comigo os experimentos de DAF-2, e por me alegrar 

com seu jeito irreverente de ser. Ao Majed por se empenhar em nos levar pra almoçar 

em restaurantes diferentes todos os últimos dias em que estive no LMVR (sempre 

com muito carinho me explicando quão spicy era um prato específico...rs), e por me 

ensinar que tudo nessa vida passa, as coisas boas, mas as ruins também. Meu 

coração se enche de gratidão, alegria e amor quando penso em cada um de vocês. 

Obrigada por tudo e por tanto!  



vii 

Ao Dr. Claudio Tadeu Daniel-Ribeiro, chefe do Laboratório de Pesquisa em Malária, e 

à Dra. Maria de Fátima Ferreira da Cruz pela carinhosa acolhida no laboratório e por 

acreditarem no projeto.  

Ao Dr. Eduardo Vera Tibiriçá, chefe do Laboratório de Investigação Cardiovascular, 

por aceitar colaborar conosco. Agradeço também à Dra. Vanessa Estato por ter me 

ensinado a avaliar o fluxo sanguíneo cerebral nos animais pela técnica de Laser 

speckle mas, principalmente, por todo o apoio, carinho, incentivo e força que me deu 

desde que ingressei no mestrado.  

Ao Dr. Josué Lima por aceitar tão prontamente o convite para fazer a revisão deste 

trabalho e para presidir a banca examinadora da tese. Agradeço também pela 

valorosa contribuição que deu a este projeto durante as discussões nos seminários 

discentes. 

À Dra. Tatiana Maron, à Dra. Ana Acacia Pinheiro, à Dra. Mariana Souza e ao Dr. 

David Malvar por aceitarem tão gentilmente o convite para compor a banca 

examinadora dessa tese.  

Agradeço ao Programa de Pós-graduação em Biologia Parasitária (IOC-FIOCRUZ) e, 

especialmente, à Rita Gomes por toda a dedicação e auxílio a nós, alunos. Obrigada, 

Rita, pela paciência e carinho.  

À equipe do biotério do Pavilhão Helio e Peggy Pereira (HPP) por serem tão 

atenciosos e pelo suporte durante os experimentos. 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) pelo 

apoio financeiro.  

Àqueles que de alguma forma contribuíram para a realização deste trabalho.  

 

 



viii 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

Intervenções baseadas na restauração da função vascular como terapias adjuvantes para 
malária cerebral experimental  

 
RESUMO 

 
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 
Aline da Silva Moreira 

A malária cerebral (MC) é uma das complicações mais graves e letais da infecção por Plasmodium 
falciparum. O principal tratamento para a MC é o artesunato por via intravenosa, mesmo assim, 15-
25% dos pacientes tratados ainda morrem. A disfunção vascular, com vasoconstrição, leva a diminuição 
no fluxo sanguíneo cerebral, isquemia, hipóxia tecidual e morte na MC. O óxido nítrico (NO) e 
metabólitos do ácido araquidônico (AA) são importantes reguladores fisiológicos do fluxo sanguíneo 
cerebral por suas propriedades vasodilatadoras e vasoconstritoras. Utilizando a técnica de laser 
speckle com contraste de imagem nós mostramos aqui que animais infectados por Plasmodium berghei 
ANKA (PbA) que desenvolveram malária cerebral experimental (MCE) apresentaram marcante 
diminuição no fluxo sanguíneo cerebral e que a administração de L-arginina em combinação com 
artesunato induziu imediata reversão na isquemia cerebral a curto prazo (1 hora), mas o efeito 
retrocedeu 3 e 6 horas após o tratamento. O aumento no fluxo sanguíneo cerebral, mesmo que 
transiente, foi associado a aumentada sobrevida desses animais. L-arginina mais artesunato não foi 
capaz de reverter a quebra da barreira hematoencefálica presente em animais MCE. Camundongos 
com MCE apresentaram maior produção de metabólitos do AA com um perfil vasoconstritor, com níveis 
aumentados de 8-isoprostanos, 20-HETE, 14,15-DHET e níveis diminuídos de 14,15-EET, enquanto 
camundongos infectados por Plasmodium berghei NK65, uma cepa que não causa MC, mostraram um 
perfil vasodilatador, com níveis normais de 20-HETE e 14,15-DHET e aumento das concentrações de 
PGE2. O tratamento de animais que desenvolveram MCE com HET0016 e ozagrel diminuiu as 
concentrações cerebrais de 20-HETE e 8-isoprostanos, respectivamente. Apesar dos níveis de TXA2 
não estarem aumentados em animais com MCE, o tratamento com ozagrel diminuiu a produção desse 
eicosanoide vasoconstritor no cérebro e aumentou a sobrevida de animais com MCE quando 
combinado com artesunato. Assim como L-arginina, ozagrel não reverteu a quebra da barreira 
hematoencefálica na dose testada. A produção de PGE2 no cérebro de animais com MCE não 
aumentou após tratamento com ozagrel. Utilizando um sistema de miografia pressurizado nós 
observamos que as artérias cerebrais de animais com MCE apresentaram resposta vasodilatadora 
dependente (estímulo com metacolina) de endotélio, bem como resposta vasoconstritora à serotonina, 
semelhante a resposta de artérias cerebrais de animais controles não infectados. Além disso, utilizando 
ensaio DAF-2 para avaliar a produção de NO, nós observamos que a produção de NO induzida por 
metacolina foi semelhante em artérias cerebrais oriundas de animais controles e de animais com MCE. 
Surpreendentemente, ao incubar artérias cerebrais de animais com MCE e de animais controles em 
plasma de animais com MCE, nós observamos que o plasma por si só aumentou a produção basal de 
NO pelas artérias de ambos os grupos. Esses resultados mostram que a disfunção vascular observada 
na MCE não é intrínseca do vaso já que a vasorreatividade e a produção de NO estão preservadas nas 
artérias cerebrais de animais com MCE, mas pode estar relacionada a um fator tecidual. Metabólitos 
do AA podem desempenhar um papel na disfunção cerebrovascular e a inibição da produção de 
eicosanoides vasoconstritores pode ser benéfica em animais com MC.  
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INTERVENTIONS BASED ON RESTORATION OF VASCULAR FUNCTION AS ADJUNCTIVE 
THERAPIES FOR EXPERIMENTAL CEREBRAL MALARIA  

 
ABSTRACT 

 
PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITÁRIA  

 
Aline da Silva Moreira 

Cerebral malaria (MC) is one of the most severe and lethal complications of Plasmodium falciparum 
infection. The main treatment for CM is intravenous artesunate, nevertheless 15-25% of treated patients 
still die. Vascular dysfunction with vasoconstriction leads to decreased cerebral blood flow, ischemia, 
tissue hypoxia and death in CM. Nitric oxide (NO) and arachidonic acid (AA) metabolites are important 
physiological regulators of cerebral blood flow through vasodilatory and vasoconstrictor properties. 
Using laser speckle contrast imaging (LSCI) we show here that animals infected with Plasmodium 
berghei ANKA (PbA) that developed experimental cerebral malaria (ECM) showed marked decrease in 
cerebral blood flow and that administration of L-arginine in combination with artesunate induced 
immediate reversal in short-term cerebral ischemia (1 hour), but the effect receded 3 and 6 hours after 
treatment. Increased cerebral blood flow, even if transient, was associated with increased survival of 
these animals. L-arginine plus artesunate was not able to reverse the blood-brain barrier breakdown 
present in ECM animals. ECM mice showed higher production of AA metabolites with a vasoconstrictor 
profile, with increased levels of 8-isoprostanes, 20-HETE, 14,15-DHET and decreased levels of 14,15-
EET, while Plasmodium berghei NK65-infected mice, a strain that does not cause CM showed a 
vasodilator profile, with normal 20-HETE and 14,15-DHET levels and increased PGE2 concentrations. 
Treatment of animals that developed ECM with HET0016 and ozagrel decreased brain concentrations 
of 20-HETE and 8-isoprostanes, respectively. Although TXA2 levels were not increased in animals with 
ECM, treatment with ozagrel decreased the brain levels of this vasoconstrictor eicosanoid and increased 
survival of animals with ECM when combined with artesunate. Like L-arginine, ozagrel did not reverse 
the blood-brain barrier breakdown at the dose tested. PGE2 production in the brain of ECM animals did 
not increase after ozagrel treatment. Using a pressurized myography system we observed that the 
cerebral arteries of animals with ECM showed endothelium-dependent vasodilatory response 
(methacholine stimulation) as well as vasoconstrictor response to serotonin, similar to the cerebral 
arteries response of uninfected control animals. In addition, using the DAF-2 assay to evaluate NO 
production, we observed that methacholine-induced NO production was similar in cerebral arteries from 
control animals and animals with ECM. Surprisingly, by incubating cerebral arteries of ECM animals and 
control animals with plasma of ECM animals, we observed that plasma alone increased the basal NO 
production by the arteries of both groups. These results show that vascular dysfunction observed in 
ECM is not intrinsic to the vessel since vasoreactivity and NO production were preserved in the cerebral 
arteries of animals with ECM, but may be related to a tissue factor. AA metabolites may play a role in 
cerebrovascular dysfunction and inhibition of vasoconstrictor eicosanoid production may be beneficial 
in animals with CM. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Malária: Aspectos gerais 

A malária continua sendo importante causa de morbidade e mortalidade no 

mundo. Em 2018, foram registrados 228 milhões de casos da doença globalmente, 

dos quais 405.000 evoluíram para o óbito, sendo em sua maioria (67%) crianças 

menores de 5 anos de idade (World Health Organization - WHO, 2019). O continente 

africano ainda detém a maior parte dos casos (93%) e das mortes (94%) por malária 

(WHO, 2019). No Brasil, em 2017, foram confirmados 189.503 casos e 30 mortes pela 

doença (WHO, 2018). A região amazônica, composta pelos estados do Acre, 

Amazonas, Amapá, Maranhão, Pará, Rondônia, Mato Grosso, Roraima e Tocantins é 

a mais afetada pela doença, sendo responsável por 99,6% das infecções no país 

(Secretaria de Vigilância em Saúde - SVS, 2019).  

A malária é causada por parasitas do filo Apicomplexa, família Plasmodiidae e 

gênero Plasmodium. Atualmente seis espécies são responsáveis por causar a doença 

no homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malarie, P. ovale, P. knowlesi e P. 

simium (WHITE et al., 2008, BRASIL et al., 2017).  

A transmissão da doença ocorre pela picada de mosquitos fêmeas durante o 

repasto sanguíneo. Esse mosquito pertence ao gênero Anopheles, ordem Diptera, 

família Culicidae. Existem mais de 400 espécies do anofelino e, dessas, 70 são 

vetores da malária (SINKA et al., 2012). No continente africano, a espécie mais 

prevalente é o An. gambiae, e no Brasil são An. darlingi, An. albitarsis e An. aquasalis 

(SINKA et al., 2012, WHO, 2018). 

O ciclo de vida do Plasmodium é dividido em duas fases: uma fase sexuada, 

chamada de esporogonia, que ocorre no hospedeiro invertebrado e uma fase 

assexuada, chamada de esquizogonia, que ocorre no hospedeiro vertebrado. No 

hospedeiro vertebrado, a fase assexuada ocorre tanto no interior das hemácias (fase 

eritrocítica) quanto dentro do fígado (fase exoeritrocítica) (ANTINORI et al., 2012, 

TALAPKO et al., 2019). A infecção no homem se inicia quando fêmeas de mosquitos 

do gênero Anopheles previamente infectadas inoculam as formas esporozoítas sob a 

pele do hospedeiro. Essas formas podem permanecer ali mesmo na derme, migrar 

para os vasos linfáticos ou alcançar os vasos sanguíneos. Os esporozoítos que 

atingem a corrente sanguínea, migram até o fígado e invadem os hepatócitos com a 
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ajuda, principalmente, da proteína circunsporozoíta (CSP) que reconhece 

proteoglicanos de heparan sulfato expressos na superfície dos hepatócitos 

(COWMAN et al., 2016). Inicia-se, assim, a fase exoeritrocítica do ciclo. Uma vez que 

a infecção do hepatócito foi estabelecida, os esporozoítos se diferenciam em 

trofozoítos pré-eritrocíticos que se multiplicam dando origem aos esquizontes 

teciduais que posteriormente originam os merozoítos tissulares. Ainda nesta fase, 

formas latentes conhecidas como hipnozoítas, podem permanecer no fígado nas 

infecções por P. vivax e P. ovale e são, eventualmente, responsáveis por algumas das 

recaídas tardias que ocorrem na malária (ANTINORI et al., 2012, TANNOUS; 

GHANEM, 2018). Os merozoítos tissulares são liberados dos hepatócitos através de 

estruturas denominadas merossomos diretamente na corrente sanguínea. Essas 

formas, então, invadem as hemácias, iniciando a fase eritrocítica do ciclo 

(PRUDÊNCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006, TUJETA, 2007).  

Dentro das hemácias, os merozoítos dão origem aos trofozoítos que, após 

amadurecimento e multiplicação, geram os esquizontes que posteriormente dão 

origem aos merozoítos sanguíneos. A hemácia infectada se rompe e libera os 

merozoítos na corrente sanguínea. Estes, por sua vez, infectam novas hemácias e o 

ciclo eritrocítico pode ser mantido. Importante destacar aqui que é nessa fase do ciclo 

que ocorrem os acessos febris da doença e a periodicidade desses acessos vai variar 

de acordo com a espécie de plasmódio que causou a malária (COWMAN et al., 2016). 

Uma parte dos trofozoítos, no entanto, amadurece e dá origem aos gametócitos 

femininos ou masculinos. Os gametócitos são formas infectantes para o anofelino, 

assim, darão continuidade ao ciclo (fase sexuada) caso sejam ingeridas pelo inseto 

vetor durante o repasto sanguíneo (COWMAN et al., 2016). No intestino do vetor, os 

macrogametócitos dão origem aos macrogametas e a exflagelação dos 

microgametócitos origina os microgametas. Quando macro e microgametas se 

fundem, dá-se a fertilização com a formação do zigoto que logo se transformará em 

oocineto. O oocineto, então, penetra no epitélio intestinal do anofelino e se encista 

transformando-se em oocisto. A esporogonia que ocorre dentro do oocisto faz com 

que ele aumente de tamanho até o momento em que se rompe liberando as formas 

esporozoítas na hemocele do vetor. Os esporozoítos migram para as glândulas 

salivares do anofelino e permanecem ali até que, ao alimentar-se em um outro 

hospedeiro vertebrado, o mosquito possa inocular essas formas infectantes e o ciclo 

do Plasmodium recomece (TUJETA et al., 2007). Um resumo do ciclo biológico do 

Plasmodium falciparum é apresentado na figura 1.  
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Figura 1 - Ciclo biológico do Plasmodium falciparum. 
(A) Fêmeas infectadas de mosquitos do gênero Anopheles inoculam as formas esporozoítas na derme 
do hospedeiro humano. (B) As formas esporozoítas entram na vasculatura e são transportadas até o 
fígado. Nos hepatócitos, esporozoítos se diferenciam em trofozoítos pré-eritrocíticos, esquizontes e, 
então, originam os merozoítos que são liberados dos hepatócitos diretamente na corrente sanguínea 
por meio de estruturas denominadas merossomos. (C) As formas merozoítas invadem as hemácias, 
dão origem aos trofozoítos, esquizontes que, por sua vez, dão origem aos merozoítos sanguíneos. A 
hemácia infectada se rompe e libera essas formas merozoítas na corrente sanguínea. Os merozoítos 
infectam novas hemácias e o ciclo eritrocítico pode ser mantido. (D) Uma parte das formas trofozoítas 
dá origem a gametócitos femininos ou masculinos. (E) O anofelino, ao realizar o repasto sanguíneo em 
indivíduo infectado ingere, dentre outras formas do parasito, os gametócitos que darão origem aos 
gametas femininos (macrogametas) e gametas masculinos (microgametas) no intestino do vetor. Macro 
e microgametas se fundem, ocorre a fertilização e formação do zigoto. (F) O zigoto transforma-se em 
oocineto que penetra no epitélio intestinal do anofelino e se encista transformando-se em oocisto. O 
oocisto se rompe e libera as formas esporozoítas na hemocele do vetor. Os esporozoítos migram até 
as glândulas salivares e permanecem ali até que o mosquito faça um novo repasto sanguíneo no 
hospedeiro humano. COWMAN et al., 2016, p. 611. 

1.2 Malária cerebral  

Cerca de 1 a 2% das infecções por Plasmodium, por razões ainda não muito 

bem compreendidas, podem evoluir para as formas graves da doença (RIGGLE; 

MILLER; PIERCE, 2017). Uma das complicações mais graves da infecção por 

Plasmodium falciparum é a malária cerebral (MC) (WHO, 2012, STORM; CRAIG, 

2014, RIGGLE; MILLER; PIERCE, 2017). Embora o número de pacientes que 

desenvolvem MC seja relativamente baixo, a letalidade em crianças menores de 5 

anos de idade é alta. A MC é definida como uma encefalopatia aguda, difusa, 

caracterizada por coma persistente por mais de 30 minutos após a convulsão, com a 
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presença de formas assexuadas de Plasmodium falciparum em esfregaços de sangue 

periférico, com a exclusão de outras causas de encefalopatia (WHO, 2000, 2012).  

As manifestações clínicas da MC podem incluir ataxia, convulsões, hemiplegia 

e, eventualmente, coma e morte. O tratamento preconizado pela organização mundial 

de saúde para os casos de MC é o artesunato por via intramuscular ou intravenosa 

(WHO, 2015). Mesmo após o tratamento com o antimalárico, 15-25% dos pacientes 

ainda morrem (STORM et al., 2019) e a maior parte desses óbitos ocorre 24h após 

admissão hospitalar (MAITLAND; MARSH, 2004, IDRO et al., 2005).  Além disso, 5-

30% das crianças que sobrevivem a MC apresentam alguma sequela neurológica, 

podendo incluir prejuízos motores, cognitivos ou comportamentais (BIRBECK et al., 

2010, WHO, 2012, VARO et al., 2018).  

Apesar de décadas de pesquisa, a patogênese da MC permanece pouco 

compreendida. No entanto, o que já se sabe é que ela é multifatorial, ou seja, diversos 

mecanismos parecem estar envolvidos no desenvolvimento desta síndrome 

neurológica. A resposta imune a infecção pelo Plasmodium e a obstrução da 

microvasculatura pelo sequestro de eritrócitos infectados, levando a disfunção 

endotelial parecem ter importante papel na MC.  

Ao infectar o eritrócito, Plasmodium sp. passa a expressar alguns antígenos 

que são exportados para a membrana celular da célula vermelha parasitada. O 

Plasmodium falciparum expressa a proteína 1 de membrana do eritrócito (PfEMP1). 

Quando agrupadas, essas proteínas formam protuberâncias na superfície celular que 

são conhecidas como knobs.  A expressão de PfEMP1 é importante na evasão do 

parasita do sistema de defesa do hospedeiro. Essa proteína se liga a receptores 

presentes em células endoteliais e, dessa forma, possibilita o sequestro do eritrócito 

infectado para as vênulas de importantes órgãos, impedindo a destruição da célula 

pelo baço (RIGGLE; MILLER; PIERCE, 2017). A ligação de PfEMP1 às superfícies 

celulares endoteliais também pode servir para desencadear atividade celular 

potencialmente prejudicial ao endotélio. O sequestro de hemácias parasitadas no 

endotélio vascular foi encontrado em pacientes que morreram de MC 

(PONGPONRATN et al., 1991, 2003). PfEMP1 é uma proteína codificada por 

aproximadamente 60 genes “var” e já foi demonstrado que a expressão de diferentes 

variantes dessa proteína parece estar relacionada a patogênese da MC (KRAEMER; 

SMITH, 2006, AVRIL et al., 2012, JESPERSEN et al., 2016). Durante a infeção por P. 

falciparum, o endotélio vascular torna-se ativado e passa a expressar algumas 

moléculas de adesão, dentre elas, molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), 
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molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1), E-selectina, sulfato de condroitina 

A (CSA) e CD36. Diferentes variantes de PfEMP1 podem se ligar a diferentes 

receptores nas células endoteliais. ICAM-1 tem sido descrita como o principal receptor 

envolvido no sequestro das células infectadas nos microvasos cerebrais (TURNER et 

al., 1994). Outro receptor que parece ter papel fundamental no sequestro cerebral é o 

receptor endotelial de proteína C (EPCR). Alguns estudos têm mostrado que parasitas 

que expressam genes “var” que codificam PfEMP contendo domínios de ligação ao 

EPCR mostraram forte associação com o desenvolvimento de malária grave, incluindo 

MC (AVRIL et al., 2012, JESPERSEN et al., 2016, STORM et al., 2019). O sequestro 

e adesão de grande número de células infectadas ao endotélio vascular cerebral, 

através da ligação de PfEMP1 a receptores endoteliais cerebrais, pode levar a 

obstrução vascular. Essa obstrução pode ser ainda agravada pelas plaquetas que 

induzem adesão de hemácias infectadas umas as outras formando autoaglutinados 

(PAIN et al., 2001), por eritrócitos não infectados que formam rosetas em torno de 

hemácias parasitadas (DONDORP; PONGPONRATN; WHITE, 2004) e por monócitos 

que também são sequestrados para os vasos cerebrais (DOROVINI-ZIS et al., 2011). 

As consequências do sequestro são, além do bloqueio dos vasos cerebrais com 

consequente diminuição no fluxo sanguíneo e hipóxia tecidual, rompimento da 

integridade da barreira hematoencefálica, edema e hemorragia.  

O desenvolvimento da MC parece também estar relacionado a hiperativação 

da resposta imune (GAZZINELLI et al., 2014, DUNST; KAMENA; MATUSCHEWSKI, 

2017). A presença de hemácias infectadas e de material celular oriundo da ruptura 

dessas células parasitadas na circulação, por exemplo, a hemozoína, engatilham a 

resposta imune do hospedeiro. A ativação do sistema imune inato estimula os 

macrófagos a secretarem citocinas pró-inflamatórias, principalmente fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α). Além disso, macrófagos podem levar a liberação de interferon-

gama (IFN-γ). TNF-α e INF-γ levam a ativação das células endoteliais, ou seja, 

essas células passam a expressar moléculas de adesão, por exemplo, ICAM-1, 

facilitando o sequestro das hemácias parasitadas e engatilhando a inflamação local. 

Níveis elevados de TNF-α foram observados no líquido cefalorraquidiano em crianças 

com MC e foram associados a coma prolongado, déficits neurológicos e 

comprometimento cognitivo a longo prazo (SHABANI et al., 2017).  

A obstrução mecânica através da adesão de hemácias infectadas à 

microvasculatura cerebral levando a disfunção endotelial e consequente isquemia há 

muito tempo é considerada o mecanismo central levando à MC. No entanto, está 
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ficando cada vez mais evidente que a função dos vasos sanguíneos na MC está 

comprometida muito além da oclusão (DESRUISSEAUX et al., 2010, CARVALHO et 

al., 2014, EISENHUT, 2015). Constrição das arteríolas cerebrais já foi demonstrada 

em pacientes com MC (POLDER et al., 1991, YAMAMOTO et al., 2018). Além disso, 

pacientes com malária grave apresentaram menor índice de tonometria arterial 

periférica (reactive hyperaemia-peripheral arterial tonometry - RH-PAT, uma medida 

de vasodilatação reativa) do que pacientes controles não infectados ou pacientes com 

malária não complicada (YEO et al., 2007). Níveis plasmáticos de angiopoietina-1 

(Ang-1) estão diminuídos e os níveis de Ang-2 estão aumentados em pacientes com 

malária grave, e são capazes de predizer o desfecho clínico em crianças com MC 

(LOVEGROVE et al., 2009, CONROY et al., 2012). Os mecanismos que levam a 

vasoconstrição e disfunção vascular na MC ainda não são completamente entendidos, 

mas alguns mediadores como o óxido nítrico, principal regulador de tônus vascular, 

parecem estar envolvidos.  

1.2.1 O papel da L-arginina e do óxido nítrico na malária cerebral  

O óxido nítrico (NO) é uma pequena molécula gasosa sinalizadora que está 

envolvida em múltiplas funções fisiológicas em uma variedade de tipos celulares.  

O NO é produzido intracelularmente através da oxidação de L-arginina pela 

ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) que produz, então, NO e L-citrulina. Nos 

mamíferos, o NO é gerado por três diferentes isoformas da enzima NOS. NOS 

neuronal (nNOS ou NOS1) é constitutivamente expressa nos tecidos neuronais; NOS 

induzida (iNOS ou NOS2) é induzida por mediadores inflamatórios em fagócitos e 

células vasculares; NOS endotelial (eNOS ou NOS3) é expressa constitutivamente no 

endotélio e nas plaquetas (KIM et al., 2011, FORSTERMANN; SESSA, 2012). Todas 

as isoformas da NOS utilizam L-arginina como substrato e oxigênio e fosfato de 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NADPH) como co-substratos. Diversos co-

fatores, incluindo tetrahidrobiopterina (BH4), dinucleotídeo de flavina adenina (FAD) e 

flavina mononucleotídeo (FMN) também são requeridos (FORSTERMANN; SESSA, 

2012, PRADHAN; BERTELS; AKERMAN, 2018).  

O NO atua como neurotransmissor e mediador do sistema imunológico, mas 

foi identificado, originalmente, como o primeiro mediador de relaxamento vascular 

dependente do endotélio, sendo importante, portanto, no processo de vasodilatação 

(IGNARRO et al., 1987). A molécula de NO promove vasodilatação, porque ao 

difundir-se do endotélio (onde é produzida) para o músculo liso vascular adjacente, 
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ativa a guanilato ciclase solúvel (GCs) que converte guanosina trifosfato (GTP) em 

guanosina monofosfato cíclico (GMPc) que, por sua vez, promove o relaxamento das 

células musculares lisas (KAMPOLI et al., 2012, PRADHAN; BERTELS; AKERMAN, 

2018).  

Baixa disponibilidade de NO tem sido descrita em desordens hemolíticas. A 

hemólise excessiva depleta o sistema de remoção de hemoglobina levando ao 

acúmulo dessa proteína e heme no plasma que, por sua vez, irão mediar efeitos 

diretos pró-inflamatórios, proliferativos e pró-oxidantes nas células endoteliais 

vasculares. Além disso, a hemoglobina livre no plasma possui alta afinidade pelo NO, 

sequestrando essa molécula de maneira rápida e irreversível contribuindo, assim, 

para a prejudicada biodisponibilidade de NO endotelial observada nessa condição. A 

baixa biodisponibilidade de NO também parece estar relacionada a redução dos níveis 

de L-arginina, substrato para a síntese de NO pela NOS. A arginase, enzima liberada 

a partir da lise das hemácias, irá competir com NOS pelo mesmo substrato, L-arginina, 

depletando-o. Ou seja, em condições hemolíticas, ocorre diminuição nos níveis de NO 

tanto pelo aumentado consumo de NO pela hemoglobina livre no plasma quanto pela 

baixa produção da molécula pela depleção do seu precursor, a L-arginina (ROTHER 

et al., 2005). As consequências da baixa biodisponibilidade de NO são uma menor 

ativação de GCs que, por sua vez, não promove suficiente produção de GMPc. 

Diminuídos níveis de GMPc prejudicam a regulação do tônus do músculo liso levando 

a vasoconstrição local, redução do fluxo sanguíneo e prejudicada reatividade vascular 

a estímulos vasodilatadores. Além disso, baixos níveis de NO promovem trombose 

intravascular e aumentada expressão de receptores de adesão endotelial.  

De fato, um estudo realizado por Yeo et al. (2009) mostrou que as 

concentrações de hemoglobina livre no plasma de pacientes adultos com malária 

grave foram maiores quando comparadas as concentrações em pacientes com 

malária moderadamente grave ou controles. Além disso, melhora no índice RH-PAT 

foi associada a diminuição nos níveis de hemoglobina livre.  

A biodisponibilidade de NO está reduzida em crianças que desenvolveram MC. 

Um estudo realizado com crianças da Tanzânia que desenvolveram MC mostrou que 

os níveis plasmáticos e urinários de nitrato e nitrito (metabólitos estáveis do NO) foram 

inversamente correlacionados com a gravidade da doença (ANSTEY et al., 1996). 

Diminuídos níveis de nitrato e nitrito foram também encontrados no líquor de pacientes 

que desenvolveram essa síndrome neurológica (DONDORP et al., 1998).  
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Pacientes adultos com malária grave apresentaram disfunção endotelial 

caracterizada por níveis baixos de NO exalado e menor índice RH-PAT do que 

controles não infectados ou pacientes com malária moderadamente grave (YEO et al., 

2007).  

Além disso, a baixa disponibilidade de NO foi correlacionada com baixas 

concentrações plasmáticas de L-arginina, substrato para a síntese de NO pela NOS 

em crianças com MC (LOPANSRI et al., 2003). A hipoargininemia foi fortemente 

associada com a mortalidade. Níveis diminuídos de arginina foram observados 

também em amostras plasmáticas de crianças do Malawi (ALKAITS et al., 2016, 

GUPTA et al., 2017).  

A infusão de L-arginina parece ser benéfica na malária. Pacientes adultos com 

malária moderadamente grave que receberam L-arginina apresentaram aumento no 

índice RH-PAT e nos níveis de NO exalado, ou seja, L-arginina melhorou a disfunção 

endotelial (YEO et al., 2007).  

1.2.2 O papel do ácido araquidônico na malária cerebral  

O ácido araquidônico (AA), um ácido graxo poliinsaturado de 20 carbonos, é o 

principal precursor dos eicosanoides e um dos constituintes básicos da membrana 

celular.  Quando o tecido é exposto a estímulos fisiológicos ou patológicos, tais como 

hormônios, citocinas ou mesmo a estímulos não específicos, como dano ou injúria, a 

fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima presente na maioria dos tipos celulares de 

mamíferos, atua sobre os fosfolipídeos da membrana liberando o AA.  

O AA pode ser enzimaticamente metabolizado por três vias: cicloxigenases 

(COXs), lipoxigenases (LOXs) e citocromo P450 dando origem a diferentes classes 

de eicosanoides (Figura 2). Os eicosanoides são uma família de moléculas de 

sinalização muito potentes, que atuam como mensageiros de curta distância, agindo 

sobre os tecidos próximos às células que os produzem após liberação extracelular. 
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Figura 2 - Metabolismo do AA por diferentes vias enzimáticas. 
O ácido araquidônico é liberado a partir dos fosfolipídios de membrana por lipases dependentes e 
independentes de Ca2+. Os metabólitos do AA contribuem para o controle do fluxo sanguíneo cerebral. 
Metabólitos mostrados em verde são vasodilatadores, metabólitos em vermelhos são vasoconstritores 
e em azul aparece a localização de algumas enzimas relevantes. ATTWELL et al., 2010, p. 235, 
modificado por Aline S. Moreira.  

Ao ser clivado pela ação da PLA2, AA é convertido a prostaglandina H2 (PGH2), 

o precursor imediato de muitas outras prostaglandinas e tromboxanos. As duas 

reações que levam a formação de PGH2 são catalisadas por uma enzima bifuncional, 

a cicloxigenase (COX), também conhecida como Prostaglandina H2 sintase. Na 

primeira das duas etapas, a atividade de cicloxigenase introduz oxigênio molecular 

(função oxigenase de COX) convertendo AA em prostaglandina G2 (PGG2). A segunda 

etapa, catalisada pela função peroxidase de COX, converte PGG2 em PGH2, 

prostaglandina mais estável que PGG2 (HARIZI; CORCUFF; GUALBE, 2008, RINK; 

KHANNA, 2011).  

Os mamíferos têm duas isoenzimas da prostaglandina H2 sintase, a COX-1 e 

a COX-2. A COX-1 é uma enzima expressa constitutivamente e está envolvida na 

síntese de prostaglandinas relacionadas a manutenção da homeostase, por exemplo, 

a síntese de prostaglandinas que regulam a secreção de mucina gástrica. COX-2, uma 

forma induzida, estimulada, por exemplo, por citocinas pró-inflamatórias e fatores de 

crescimento está mais envolvida na secreção de prostaglandinas que controlam 



10 

inflamação, dor e febre (RINK; KHANNA, 2011, MEIRER; STEINHILBER; 

PROSCHAK, 2014).  

PGH2 pode ser convertida por sintases de células específicas em tromboxano 

A2 (TXA2) e 4 prostaglandinas diferentes, prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina 

E2 (PGE2), prostaglandina F2α (PGF2α) e prostaciclinas (prostaglandina I2, PGI2), 

que são coletivamente denominados prostanóides (MEIRER; STEINHILBER; 

PROSCHAK, 2014, ROJAS et al., 2018).  

No trato gastrointestinal, PGE2, PGF2α e PGI2 protegem o fluxo da mucosa 

gástrica e estimulam a formação de muco, bem como a secreção de bicarbonato 

(WOLFE; LICHTENSTEIN; SINGH, 1999). PGD2, PGE2 e PGI2 são mediadores do 

tônus vascular por permitir a vasodilatação (MONCADA; VANE, 1978), enquanto TXA2 

atua como vasoconstritor nas células do músculo liso (MONCADA; VANE, 1978, 

NAKAHATA, 2008). PGF2α e PGE2 são responsáveis também por mediar 

broncoconstrição e broncodilatação no sistema respiratório, respectivamente 

(OREHEK et al., 1973).  

Na via das LOXs, que é constituída principalmente pelas isoformas 5-LOX, 12-

LOX e 15-LOX, o AA é convertido em seus respectivos ácidos 

hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETEs). Diferentes LOXs produzem vários HPETEs, 

ácidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) e outros produtos como leucotrienos (LTs) 

e lipoxinas (LXs). 5-LOX é responsável pela síntese dos LTs e 12 e 15-LOX estão 

principalmente envolvidas na síntese de LXs. Enquanto LTs estão envolvidos na 

ativação de vias pró-inflamatórias e vasoconstrição cerebral, LXs estão envolvidas na 

resolução de processos inflamatórios e na vasodilatação (MEIRER; STEINHILBER; 

PROSCHAK, 2014, SACERDOTI et al., 2015).  

Alternativamente, o AA é metabolizado por enzimas citocromo P450 (CYP450). 

Estas enzimas estão localizadas em diversos órgãos, como fígado, cérebro, rins, 

pulmões, coração e sistema cardiovascular. Os membros da família CYP450, CYP4A 

e CYP4F, catalisam a ω-hidroxilação do AA a ácido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-

HETE). Esse eicosanoide apresenta atividade pró-inflamatória e vasoconstritora. Já 

as enzimas CYP2C e CYP2J, metabolizam o AA a ácidos epoxieicosatrienoicos 

(EETs). São conhecidos 4 regioisômeros de EETs, são eles: 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-

EET e 14,15-EET. Os EETs são metabólitos vasodilatadores, pró-fibrinolíticos, anti-

inflamatórios e angiogênicos. Pouco tempo depois de serem produzidos, os EETs são 

hidrolisados pela enzima epóxido hidrolase solúvel (sEH) para formar seus diois 

correspondentes, tais como os ácidos dihidroxieicosatrienoicos (DHETs) reduzindo, 
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assim, a atividade biológica dos EETs (MEIRER; STEINHILBER; PROSCHAK, 2014, 

IMIG, 2016, WANG et al., 2018).  

A peroxidação não enzimática do AA pode levar a produção de isoprostanos. 

Os isoprostanos são compostos do tipo prostaglandina formados in vivo pela 

peroxidação do ácido araquidônico catalisada por radicais livres independente de 

COX. Isoprostanos, portanto, são importantes marcadores de estresse oxidativo. Além 

disso, 8-isoprostanos (F2-isoprostano), um dos isoprostanos mais bem estudados, 

atua como potente vasoconstritor dos capilares cerebrais por induzir a síntese de TX 

nas células endoteliais mediada por COX (MILNE; DAI; ROBERTS ll, 2015,  

MORROW, 2006, PHILLIS; HORROCKS; FAROOQUI, 2006, RINK; KHANNA, 2011).  

A desregulação de algum eixo dentro da via do AA pode levar a doença, e 

alguns trabalhos têm demonstrado que o desbalanço de alguns metabólitos dessa via 

pode também estar associado a MC.  

Xiao et al. (1999), observaram aumentada expressão da enzima PLA2 no baço 

e de COX-1 e COX-2 no cérebro de animais infectados por Plasmodium berghei ANKA 

(PbA) que desenvolveram malária cerebral experimental (MCE). Além disso, aumento 

nos níveis de LTB4 foi reportado nos animais doentes. O tratamento posterior dos 

camundongos com aspirina, bloqueador da síntese das prostaglandinas pela inibição 

de COX-1 e COX-2, aumentou ainda mais os níveis de LTB4 e induziu mais 

rapidamente o desenvolvimento da MCE. Os autores explicam que a inibição de COX 

pela aspirina provavelmente diminuiu os níveis de PGs. Além disso, o bloqueio dessa 

enzima leva a maior disponibilidade do AA que foi utilizado para geração de mais 

LTB4, agravando a doença. Esses achados sugerem um efeito protetor das 

prostaglandinas e um efeito deletério dos leucotrienos na MCE. Esses resultados 

foram corroborados pelo trabalho de Ball et al., 2004. Os autores observaram 

aumentada expressão de COX-1 no cérebro de animais com MCE e em animais com 

malária não cerebral (infecção por Plasmodium berghei K173, PbK). No entanto, COX-

2 só estava aumentada em animais com MCE. A inibição da atividade de COX-2 pelo 

tratamento com celecoxib foi associada ao início precoce da MC. Os dados sugerem 

que a indução principalmente de COX-2 e a produção de PGs podem ser protetores 

na doença.  

De acordo com esses resultados, crianças com MC tratadas com salicilato 

demonstraram complicações da malária grave (acidose metabólica, hipoglicemia, 

morte) (ENGLISH et al., 1996).  
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Trabalho mais recente conduzido por Borges et al., 2017 mostrou que 

linhagens suscetíveis ao desenvolvimento de MCE (camundongos CBA e C57BL/6 

infectados por PbA) apresentaram aumentada expressão de COX-2 E 5-LOX nos 

vasos cerebrais, neurônios e astrócitos sugerindo que ambas as vias desempenham 

um papel no desenvolvimento da MC em camundongos suscetíveis. Ao contrário, 

camundongos BALB/c, linhagem resistente ao desenvolvimento da MCE, 

apresentaram menor expressão de ambos, COX-2 e 5-LOX no cérebro, reforçando a 

importância da exacerbação de ambas as vias no desenvolvimento da doença 

cerebral.  

De maneira interessante, camundongos infectados por PbA deficientes em 5-

LOX apresentaram sobrevida reduzida, mas o tratamento com LXA4 preveniu a 

mortalidade dos animais com MCE, mostrando um papel protetor pra LXA4 nessa 

síndrome neurológica (SHRYOCK et al., 2013). O tratamento de animais com LXA4 

melhorou a disfunção endotelial que ocorre na MCE. LXA4 preveniu a quebra da 

barreira hematoencefálica, aumentou a densidade capilar funcional cerebral e reduziu 

a expressão de ICAM-1 nas células endoteliais (SOUZA et al., 2015).  

Os níveis de PGE2 foram inversamente correlacionados com a gravidade da 

malária humana (PERKINS; KREMSNER; WEINBERG, 2001). Corroborando os 

resultados de 2001, Perkins et al. (2005) observaram que o prejuízo na produção de 

PGE2 foi associado aos resultados adversos em crianças com malária cerebral e 

níveis aumentados de PGE2 foram observados nos casos de parasitemia 

assintomática. 

A utilização de iloprost, um análogo sintético da prostaciclina, preveniu 

significativamente o desenvolvimento da MCE em animais geneticamente suscetíveis 

ao desenvolvimento desta síndrome neurológica (SLIWA et al., 1991).  

1.2.3 O controle do fluxo sanguíneo cerebral pelos eicosanoides e NO 

A integridade estrutural e funcional do cérebro depende de um contínuo 

fornecimento vascular de oxigênio e glicose dada a limitada reserva energética desse 

tecido. O sistema cerebrovascular possui vários mecanismos para garantir o 

adequado fluxo sanguíneo para atender as demandas específicas de energia e evitar 

flutuações prejudiciais devido a alterações na pressão arterial.  

O mecanismo de autorregulação protege o cérebro de flutuações no fluxo 

sanguíneo quando a pressão arterial varia. O fluxo sanguíneo cerebral é 

extremamente bem autorregulado entre os limites de pressão arterial de 50 e 150 
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mmHg. Isto quer dizer que a pressão média pode ser diminuída para valores de 50 

mmHg ou aumentadas para valores de 150 mmHg sem variação significativa do fluxo 

sanguíneo cerebral (MOERMAN; DE HERT, 2019). 

Assim como na maioria dos outros tecidos, o fluxo sanguíneo cerebral é muito 

correlacionado ao metabolismo tecidual. Já se sabe que o cérebro tem uma habilidade 

intrínseca de rapidamente regular seu próprio fornecimento sanguíneo em resposta a 

demandas locais de energia, uma resposta denominada de hiperemia funcional. Essa 

resposta homeostática é importante para fornecer aumentada entrega de glicose e 

oxigênio nos momentos de atividade intensa e demanda metabólica (IADECOLA, 

2017). Acredita-se que vários fatores metabólicos contribuam para a regulação do 

fluxo sanguíneo cerebral como:  concentração de dióxido de carbono, concentração 

de íons hidrogênio, concentração de oxigênio e mediadores liberados pelos astrócitos, 

células especializadas não neuronais. No entanto, alguns trabalhos têm discutido se, 

de fato, sinais metabólicos (queda nas concentrações de oxigênio ou aumento nas 

concentrações de dióxido de carbono e hidrogênio) gerados por neurônios ativos 

engatilham aumento de fluxo sanguíneo cerebral. Essa ideia tem sido substituída pela 

descoberta da sinalização mediada por neurotransmissores, principalmente o 

glutamato que tem papel principal na regulação do fluxo sanguíneo cerebral 

(ATTWELL et al., 2010, MACVICAR; NEWMAN, 2015).  

 A interação entre as células que compõem a unidade neurovascular, como 

células endoteliais, pericitos, células musculares lisas, neurônios terminais e 

astrócitos parece ser importante no controle do fluxo sanguíneo cerebral (FILOSA; 

IDDINGS, 2013). Reconhece-se agora que a própria atividade sináptica e cerebral por 

ela mesma leva ao aumento no fluxo sanguíneo cerebral. Número cada vez maior de 

evidências tem sugerido que o acoplamento entre a atividade neuronal e o fluxo 

sanguíneo cerebral é devido, em parte, a mediadores liberados pelos astrócitos (tais 

como NO e metabólitos do AA), células que revestem os vasos sanguíneos no sistema 

nervoso central (SNC) (ATTWELL et al., 2010, HARDER et al., 2018).  

A liberação de glutamato por neurônios pré-sinápticos ativa receptores 

neuronais N-metil-D-aspartato (NMDA), resultando no influxo de Ca++ nos neurônios 

pós-sinápticos (Figura 3 A). O aumento de cálcio dentro dos neurônios pode ativar 

nNOS ou PLA2. Se nNOS é ativada, NO é liberado. Este NO ativa GMPc presente nas 

células musculares lisas das arteríolas cerebrais causando vasodilatação. Se PLA2 é 

ativada, ela cliva o AA presente na membrana celular, o AA, por sua vez, é convertido 

a PGs pela atividade da COX-2 que, assim como NO, atuará no músculo liso dos 
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vasos sanguíneos cerebrais promovendo vasodilatação (ATWELL et al., 2010, 

PETZOLD; MURTHY, 2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015).  

O glutamato liberado após sinapse por neurônios pré-sinápticos também é 

capaz de ativar receptores metabotrópicos de glutamato (mGLURs) presentes nos 

astrócitos e levar ao aumento das concentrações de Ca++ intracelular (Figura 3 B). 

Este aumento pode levar, então, a abertura de canais de potássio nos pés dos 

astrócitos que liberam o K+. Quando liberado, o potássio atua nas células musculares 

lisas dos vasos promovendo vasodilatação (ATWELL et al., 2010, PETZOLD; 

MURTHY, 2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015).  

O aumento de Ca++ no astrócito, após ativação do mGLURs pelo glutamato 

pode ainda ativar PLA2. A PLA2 cliva AA e o acúmulo intracelular de AA leva a geração 

de seus metabólitos, PGs e EETs que serão liberados e nas células musculares lisas 

das arteríolas cerebrais promoverão vasodilatação. EETs podem promover 

vasodilatação por inibir receptores de tromboxano, um derivado vasoconstritor da via 

do AA.  Além disso, o AA gerado através da ação de PLA2 pode não ser metabolizado 

dentro do astrócito, mas nas células musculares lisas dos vasos. Nessas células, AA 

pode ser metabolizado por enzimas CYP4A ou CYP4F à 20-HETE, um metabólito 

vasoconstritor e induzir, assim, a contração vascular. Dependendo do tônus vascular 

prévio e das concentrações de O2, o aumento do Ca++ dentro do astrócito poderá levar 

a vasoconstrição ou a vasodilatação (ATWELL et al., 2010, PETZOLD; MURTHY, 

2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015). 
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Vias a partir de neurônios e astrócitos (esquerda) que regulam o fluxo sanguíneo por enviar 
mensageiros (setas) para influenciar o músculo liso em torno das arteríolas que fornecem oxigênio e 
glicose para as células (direita, mostrando o lúmen do vaso contornado por células endoteliais e 
músculo liso). (A) Nos neurônios pré-sinápticos, a liberação sináptica de glutamato atua nos receptores 
N-metil-D-aspartato (NMDA) presentes em neurônios pós-sinápticos, levando ao aumento nas 
concentrações de Ca2+. Aumento nas concentrações de Ca2+ ativa óxido nítrico sintase neuronal 
(nNOS) a liberar NO. O NO ativa guanilato ciclase solúvel (GCs) no músculo liso vascular que converte 
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclico (GMPc). GMPc, por sua vez, promove 
vasodilatação. O aumento das concentrações de Ca2+ também pode (linhas pontilhadas) induzir a 
produção de ácido araquidônico (AA) a partir da ação da enzima fosfolipase A2 (PLA2). O AA é 
convertido a prostaglandinas (PGs) que dilatam os vasos. (B) O glutamato aumenta as concentrações 
de Ca2+ nos astrócitos por ativar os receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR). Aumento nas 
concentrações de Ca2+ leva a produção de AA. O AA pode ser convertido a três tipos de metabólitos: 
Prostaglandinas e EETs que promovem vasodilatação ou dar origem a 20-HETE no músculo liso, 
promovendo constrição vascular. Um aumento nas concentrações de Ca2+ nos pés dos astrócitos pode 
ativar também canais de potássio ativados por Ca 2+ de alta condutância, liberando K+ que também 
induz dilatação vascular. ATTWELL et al., 2010, p. 234. 

A ativação dessas vias e a interação entre elas ao promover vasodilatação 

cerebral aumenta a oferta de O2 e de glicose necessária para aquelas regiões com 

aumentada atividade neuronal.  

O NO produzido tanto pela ação de nNOS nos neurônios pós-sinápticos, 

quanto pela ação de eNOS nas células endoteliais dos microvasos cerebrais, pode 

interferir na via do AA (Figura 4). Isso se deve ao fato dessa molécula atuar como 

inibidor da geração de 20-HETE nas células musculares lisas das arteríolas cerebrais. 

Dessa forma, em situações de baixa disponibilidade de NO, 20-HETE é produzido, 

agravando a vasoconstrição. O NO também inibe a produção de EETs pelos astrócitos 

(ATWELL et al., 2010, PETZOLD; MURTHY, 2011, MACVICAR; NEWMAN, 2015). 

B 

A 

Figura 3 - Regulação do fluxo sanguíneo cerebral por glutamato. 
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Figura 4 - Óxido nítrico inibe a produção de mensageiros fundamentais derivados do ácido 
araquidônico. 
NO inibe (linhas pontilhadas) a produção tanto do metabólito vasoconstritor 20-HETE quanto do 
metabólito vasodilatador EET. NO também estimula fracamente COX-1 e inibe COX-2 (não mostrado). 
A óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) pode ser ativada pelo shear stress (força tangencial de tração 
produzida pela passagem de sangue ao longo da superfície luminal do endotélio vascular) induzido 
pelo fluxo ou por acetilcolina (ACh). ATTWELL et al., 2010, p. 236. 

Processos patológicos que interfiram nos mecanismos de acoplamento 

neurovascular (transdução da atividade cerebral para alterações no fluxo sanguíneo) 

podem perturbar a manutenção do fluxo sanguíneo adequado para o cérebro. 

Desarranjo na geração e balanço de derivados do AA e/ou desregulação das enzimas 

envolvidas nas suas sínteses, podem levar a um aumento dos metabólitos 

vasoconstritores ou diminuição dos metabólitos vasodilatadores e, 

consequentemente, queda no fluxo sanguíneo cerebral. A manipulação farmacológica 

dessas vias pode ser utilizada potencialmente para corrigir tais processos. Um 

esquema de vias importantes atuantes na MCE pode ser observado na figura 5.  
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Figura 5 - Representação esquemática das vias vasoconstritoras e vasodilatadoras 
potencialmente atuantes durante a MCE (ECM). 
Lado Luminal: A infecção leva à inflamação vascular com aumento da expressão de moléculas de 
adesão celular, como a ICAM-1, que atuam como receptores de células endoteliais (EC) para hemácias 
parasitadas (pRBC), leucócitos e plaquetas. O sequestro bloqueia as vênulas pós-capilares, diminuindo 
o fluxo sanguíneo e gerando hipóxia e, juntamente com a inflamação, causa disfunção endotelial, 
incluindo a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a regulação positiva de mediadores como 
TNF-α e ET-1 que contraem ativamente os vasos. A destruição das hemácias do hospedeiro (RBC) 
pelo parasita libera hemoglobina (Hb), que captura o NO, arginase que consome arginina e heme, cuja 
presença é promovida pela falta de haptoglobina e hemopexina. A hipoargininemia e a oxidação do 
BH4 por ROS, e o excesso de produção de dimetilarginina assimétrica (ADMA - antagonista endógena 
da L-arginina), causam a disfunção da eNOS, que começa a gerar mais ROS também ajudando a 
consumir as pequenas quantidades de NO que ainda são produzidas, gerando peroxinitrito. Lado do 
parênquima cerebral: Esses mecanismos também atuam para causar disfunção da nNOS nos 
neurônios, o que contribui para a baixa biodisponibilidade do NO, geração de ROS e comprometimento 
vascular. A infecção e a inflamação causam a regulação positiva de várias enzimas envolvidas no 
metabolismo do ácido araquidônico (AA), principalmente em astrócitos, incluindo PLA2, COX-1 e COX-
2 e possivelmente outras como LOX e CYP4A, envolvidas na geração de metabólitos vasoconstritores, 
que superam as vias que geram metabólitos vasodilatadores, como CYP2C e a via de COX, que levam 
à produção de PGE2. O estresse oxidativo força a oxidação não enzimática do AA que gera 
vasoconstritores potentes, como os isoprostanos. As vias que favorecem a vasoconstrição e a 
vasodilatação são designadas por setas vermelhas e azuis, respectivamente. Esquema elaborado pelo 
Dr. Leonardo J. M. Carvalho. 

Dunn et al. (2008) utilizando o rato hipertenso com propensão ao acidente 

vascular encefálico (SHRSPP), um modelo animal de hipertensão e disfunção 

endotelial, mostraram que a produção de 20-HETE, um dos mais potentes 

eicosanoides vasoconstritores da via do AA, está aumentada na vasculatura desses 

animais quando comparada a produção de 20-HETE em animais WKY normotensos. 

O tratamento dos animais SHRSPP com HET0016, um inibidor da CYP hidroxilase 

Fig 5. Schematic representation of vasoconstrictory and vasodilatory
pathways potentially acting during ECM. Luminal side: Infection leads to
vascular inflammation with increased expression of cell adhesion
molecules such as ICAM-1, which act as endothelial cell (EC) receptors
for pRBC, leukocytes and platelets. Sequestration blocks post-capillary
venules decreasing blood flow and generating hypoxia and, together with
inflammation causes EC dysfunction including reactive oxygen species
(ROS) generation, and upregulation of mediators such as TNF-α and ET-1
actively constrict vessels. Destruction of host red blood cells (RBC) by
the parasite releases hemoglobin (Hb) which scavenges NO, arginase
which consumes arginine and heme, whose presence is promoted by
shortages of haptoglobin and hemopexin. Hypoargininemia and BH4
oxidation by ROS, and excess production of the endogenous L-arginine
antagonist asymmetric dimethylarginine (ADMA), causes eNOS
dysfunction, which begins to generate more ROS also helping to
scavenge any small amounts of NO still produced generating
peroxynitrite. Brain parenchimal side: these mechanisms also act to
cause nNOS dysfunction in neurons, which contributes to low NO
bioavailability, ROS generation and vascular impairment. Infection and
inflammation causes upregulation of several enzymes involved in
arachidonic acid (AA) metabolism mainly in astrocytes, including PLA2,
Cox-1 and Cox-2 and possibly others such as LOX and CYP4A, involved
in the generation of vasoconstrictory metabolites, which overwhelm
pathways that generate vasodilatory metabolites such as CYP2C and the
Cox pathway leading to PGE2 production. Oxidative stress forces non-
enzymatic oxidation of AA generating potent vasoconstrictors such as
isoprostanes. Pathways favoring vasoconstriction and vasodilation are
designated by red and blue arrows, respectively.
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(CYP4A e CYP4F), enzima responsável pela produção de 20-HETE, reduziu 

significativamente o tamanho do infarto, a formação vascular cerebral de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e a disfunção vascular observada nesses animais.  

Em um estudo de dano cerebral após isquemia temporária, ratos tratados com 

HET0016 90 minutos antes da oclusão da artéria cerebral média (middle cerebral 

artery occlusion – MCAO), mostraram 79,6% de redução nas concentrações de 20-

HETE no córtex cerebral, significante redução no volume da lesão após a MCAO e 

atenuação da diminuição do fluxo sanguíneo cerebral mediada pela injúria nesse 

modelo (POLOYAC et al., 2006).   

Em modelo experimental de infarto cerebral, Koumura et al. (2011) utilizaram 

ozagrel, um inibidor da enzima tromboxano sintase para verificar os efeitos desse 

fármaco no dano isquêmico induzido por oclusão da MCAO em camundongos. Os 

autores observaram efeito benéfico do ozagrel que diminuiu a área e o volume de 

infarto cerebral 24 horas após a oclusão vascular. Além disso, ozagrel melhorou o 

déficit cognitivo nesses animais.  

Alguns trabalhos têm demonstrado o papel benéfico da inibição da enzima sEH 

na injúria isquêmica cerebral experimental. Dorrance et al. (2005) trataram ratos 

hipertensos com propensão ao acidente vascular encefálico (SHRSPP) com AUDA 

antes da oclusão da MCA, e observaram redução significativa no tamanho do infarto 

cerebral desses animais. Liu et al. (2015) mostraram que tanto a administração 

exógena de 14,15-EET quanto a inibição da sEH por AUDA reduziram a apoptose 

neuronal e o tamanho do infarto. 

1.2.4 Modelo experimental de malária cerebral  

Até o momento, a maior parte do nosso conhecimento sobre a malária cerebral 

humana foi obtida a partir de estudos de autópsia do tecido cerebral de pacientes com 

MC. Apesar de relevantes, a avaliação de amostras post-mortem para estudos 

histopatológicos limita-se a nos fornecer informações sobre o desfecho nos casos 

fatais, não nos permitindo correlacionar características patológicas com o 

aparecimento dos sintomas clínicos, além de não possibilitar comparações entre os 

casos fatais e aqueles que responderam com sucesso ao tratamento.  

Estudos de neuroimagem tem acrescentado novos conhecimentos sobre 

processos patogênicos críticos que, ao contrário dos estudos baseados em autopsia, 

permitem uma observação em série ao longo do tempo e permite comparações entre 

casos fatais e sobreviventes. A utilização de ressonância magnética e tomografia 
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computadorizada, por exemplo, mostrou que o edema cerebral é o achado mais 

comum relacionado a patologia da MC (MOHANTY et al., 2011) e foi 

significativamente associado com a morte nessa síndrome neurológica (SEYDEL et 

al., 2015). Apesar de nos ajudar a abordar questões relacionadas a patogênese da 

MC, este é um recurso caro e seu uso pode apresentar preocupações éticas.  

A retina é um tecido nervoso cuja microcirculação apresenta as mesmas 

propriedades daquelas do SNC. Os olhos servem, portanto, como uma “janela” para 

o cérebro permitindo uma avaliação não invasiva da imagem funcional e estrutural da 

microcirculação, que é o principal local de sequestro de eritrócitos infectados. De fato, 

quando amostras histológicas do cérebro e da retina foram comparadas em casos 

fatais de MC, o sequestro cerebral estava sempre associado ao sequestro na retina 

(LEWALLEN et al., 2000, WHITE et al., 2009).  A MC está associada não somente a 

retinopatia que prevê o sequestro cerebral, mas também se correlaciona com a 

gravidade do envolvimento cerebral (WHITE et al., 2001) e com a mortalidade (BEARE 

et al., 2004). Além disso, na retinoscopia é possível avaliar o grau de sequestro de 

parasitas e defeitos de preenchimento dos vasos (BARRERA et al., 2018). Dessa 

forma, a avaliação da retina é capaz de fornecer informações diagnósticas bem como 

prognósticas da MC. Estudos de angiografia na retina após infusão de fluoresceína 

mostraram hipoperfusão do tecido e, em alguns casos, amplas áreas de não perfusão 

(Figura 6) (BEARE et al., 2009). 
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Figura 6 - Imagens de retinoscopia (angiografia) de um paciente com malária cerebral após 
injeção de fluoresceína. 
A: Múltiplas microhemorragias, que geram áreas de não perfusão. B: Uma grande área de 
"branqueamento retinal" que, na angiografia, se revela uma extensa área de não perfusão. BEARE et 
al., 2009, p. 268. 

Um estudo de O’Brien et al. (2018) utilizando uma outra metodologia não 

invasiva, o doppler transcraniano, mostrou que a MC humana não é uma síndrome 

única, havendo diferentes formas no que diz respeito a hemodinâmica cerebral. Os 

autores concluíram que os casos com vasoespasmo e com queda de fluxo sanguíneo 

foram os mais graves e estavam associados a maior mortalidade.  

Devido às dificuldades em se estudar de forma aprofundada casos de MC em 

humanos e da limitada possibilidade de avaliar os processos patológicos, modelos 

animais têm sido utilizados para estudar a patogênese dessa síndrome neurológica. 

Modelos de MC in vivo incluem comumente primatas não humanos e roedores.  

A infecção de macacos Rhesus (Macaca mulatta) por Plasmodium coatneyi, 

modelo de primata não humano mais aceito para estudar a malária cerebral humana, 

leva ao desenvolvimento de complicações características da MC como o sequestro 

de células vermelhas infectadas na microvasculatura cerebral e a expressão de 

moléculas de adesão celular tais como ICAM-1, CD36, etc (AIKAWA et al., 1992). 

Apesar de ser um bom modelo para estudo in vivo de MC, a utilização de primatas 

não humanos é cara, restrita ao uso de baixo número de indivíduos e a falta de animais 

geneticamente modificados faz com que esses não sejam modelos preferidos de 
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malária cerebral experimental (LOU et al., 2001, LACERDA-QUEIROZ  et al., 2008, 

CRAIG et al., 2012).  

O modelo de infecção por Plasmodium berghei ANKA (PbA) mimetiza muitos 

dos eventos observados durante a malária cerebral humana, sendo aceito como o 

melhor modelo disponível de MCE. A infecção de linhagens suscetíveis de 

camundongos, como C57BL/6 e CBA, leva ao desenvolvimento de uma patologia 

cerebral fatal, com início normalmente de 6 a 10 dias após a infecção, com sinais 

clínicos incluindo ataxia, paralisia, convulsões e coma (DE SOUZA; RILEY, 2002, DE 

SOUZA et al., 2010). Esses animais podem também apresentar prejuízos cognitivos 

(COMIM et al., 2012). Camundongos C57BL/6 infectados por Plasmodium berghei 

NK65 (PbNK65) não desenvolvem sinais neurológicos, morrem aproximadamente em 

12 dias após a infecção e são amplamente aceitos como modelos controles da 

infecção de camundongos C57BL/6 por PbA. A infecção de animais C57BL/6 por 

PbNK65 causa a síndrome da dificuldade respiratória aguda nesse modelo, uma 

forma grave da malária (DE NIZ; HEUSSLER, 2018).  

Camundongos BALB/C são resistentes a MCE, ou seja, não desenvolvem a 

síndrome neurológica após infecção por PbA e morrem cerca de 20 dias após a 

infecção em consequência da hiperparasitemia e anemia grave (LACERDA-QUEIROZ 

et al., 2008, DE NIZ; HEUSSLER, 2018).  

Diversas características histopatológicas são compartilhadas entre a malária 

cerebral humana e experimental. Presença de hemorragia cerebral foi observada na 

MC e MCE, citoaderência/aglutinação/sequestro das células vermelhas infectadas 

devido a sua interação com o endotélio microvascular humano e murino (apesar da 

extensão do sequestro de hemácias infectadas nos microvasos cerebrais ser maior 

nos humanos), oclusão e embolização da microvasculatura cerebral, sequestro de 

leucócitos nos capilares cerebrais ocorre nos camundongos assim como no homem 

(mas a quantidade de leucócitos sequestrados é maior no modelo murino). Quebra da 

barreira hematoencefálica e ativação endotelial com expressão aumentada de 

moléculas de adesão como ICAM1, VCAM-1, E-selectina e CD36 ocorrendo na 

malária cerebral humana e no caso da MCE, aumentada expressão de ICAM-1 e 

VCAM-1 (SINGH; PRAKASH, 2018, GHAZANFARI; MUELLER; HEATH, 2018). Assim 

como na MC humana, animais com MCE apresentam disfunção vascular, com baixa 

biodisponibilidade de NO, hipoargininemia e níveis elevados de hemoglobina livre no 

plasma (GRAMAGLIA et al., 2006). Também de forma similar, os níveis plasmáticos 
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de Ang-1 estão diminuídos na MCE, e a administração de Ang-1 exógena melhora o 

desfecho nesses animais (HIGGINS et al., 2016).  

O foco de pesquisa do nosso grupo tem sido a compreensão dos mecanismos 

de vasoconstrição e disfunção vascular na MCE e o desenvolvimento de terapias para 

reverter esses processos. A utilização do modelo experimental de infecção de 

camundongos C57BL/6 por PbA tem nos ajudado a entender os mecanismos 

envolvidos na patogenia da MC.  

Cabrales et al. (2010) mostraram marcante diminuição no fluxo sanguíneo 

cerebral em camundongos no momento da manifestação da MCE devido a reduzida 

velocidade das células vermelhas sanguíneas e ao processo de vasoconstrição que, 

eventualmente, levou ao colapso vascular (Figura 7). De forma interessante, a 

administração de nimodipina, um bloqueador de canal de cálcio utilizado como 

fármaco de escolha na prevenção de vasospasmo em pacientes com hemorragia 

subaracnóidea, associada ao artemeter resultou em aumento de sobrevida de animais 

com MCE e melhora em diversos parâmetros cardiovasculares (CABRALES et al., 

2010, MARTINS et al., 2013). A diminuição no fluxo sanguíneo na MCE foi associada 

com diminuído valor de hematócrito levando a hipóxia e acidose, com marcante 

diminuição na tensão de oxigênio nas arteríolas cerebrais, vênulas e tecido 

perivascular em animais com MCE (CABRALES et al., 2013).  
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Figura 7 - Vasos da pia-máter de camundongos infectados por P. berghei ANKA. 
Cada grupo de três imagens (por exemplo, A-B-C) representa fotos tiradas nos dias 4, 5 e 6 de infecção 
(ou seja, a terceira no dia em que os animais desenvolvem malária cerebral). As setas em B e E indicam 
vasos que desapareceram no dia 6. As imagens I e L mostram vasta área de não perfusão, semelhante 
ao observado em retinas de pacientes com malária cerebral na figura 6. No caso do último grupo de 
imagens (J-K-L), a extensa área de não perfusão foi precedida de uma hemorragia. CABRALES et al., 
2010, p. 1311. 

A administração de uma molécula doadora de NO (DPTA-NO), embora não 

tenha prevenido completamente as complicações microcirculatórias da MCE, 

melhorou o fluxo sanguíneo cerebral nesses animais e preveniu a vasoconstrição. O 

tratamento com NO exógeno também preveniu microhemorragias e diminuiu a 

inflamação vascular cerebral (CABRALES et al., 2011) principalmente por reduzir a 

expressão de moléculas de adesão como ICAM-1 e P-selectina reduzindo o acúmulo 
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de leucócitos e plaquetas no cérebro no sexto dia após a infecção (ZANINI et al., 

2011).  

A disfunção vascular que ocorre na MCE parece, portanto, estar relacionada a 

baixa produção de NO. Como a enzima óxido nítrico sintase é responsável pela 

produção da molécula de NO, nos perguntamos se NOS (isoformas eNOS e nNOS) 

estaria disfuncional na MCE contribuindo, assim, para o prejuízo da função vascular. 

Ong et al. (2013) observaram que animais com MCE, de fato, apresentaram resposta 

vascular prejudicada quando vasos da pia-máter foram estimulados com acetilcolina 

(ACh) e N-metil-D-aspartato (NMDA), que induzem vasodilatação por mecanismos 

dependentes das enzimas eNOS e nNOS, respectivamente. A ausência de resposta 

dilatadora nesses animais estava associada a uma baixa geração de NO nos vasos 

estimulados. Os autores sugerem que o estresse oxidativo poderia estar levando a 

oxidação de BH4, cofator essencial para o funcionamento da NOS, promovendo 

desacoplamento da NOS e prejudicando a função da enzima. A superfusão de BH4 

nos vasos da pia reverteu parcialmente a resposta vascular à ACh e ao NMDA, 

sugerindo que a escassez de BH4 pode estar implicada na disfunção da NOS. 

Recentemente, Ong et al. (2018) demonstraram que a superfusão direta de L-

arginina, substrato da NOS, nos vasos da pia-máter de camundongos com MCE 

induziu imediata vasodilatação. Além disso, a administração sistêmica de L-arginina, 

combinada ou não com artesunato, preveniu a piora da constrição vascular cerebral. 

A L-arginina, portanto, parece também ter um papel benéfico sobre a disfunção 

vascular que ocorre na MCE.  

Bertinaria et al., (2015) desenvolveram drogas híbridas com efeito dual, ou seja, 

antiplasmodial e repositora de NO para restauração da homeostase vascular, com o 

intuito de aumentar a eficácia do tratamento da MC. Os autores demonstraram que 

drogas híbridas de artemisinina com doador de NO (ART-NO) mantiveram a atividade 

in vitro e in vivo contra P. berghei, as propriedades vasodilatadoras e uma das drogas 

testadas aumentou a sobrevida de animais com MCE comparados a animais tratados 

apenas com artemeter.  

Finalmente, no trabalho de mestrado mostramos que a administração sistêmica 

de L-arginina aumentou de forma imediata e substancial o fluxo sanguíneo cerebral 

de animais com MCE uma hora após a intervenção. Resultado similar foi encontrado 

após bloqueio farmacológico da produção do eicosanoide vasoconstritor TXA2 

utilizando ozagrel. 
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1.3 Justificativa  

A malária cerebral (MC) é uma vasculopatia grave, e o processo isquêmico 

resultante do bloqueio e constrição dos vasos é um evento chave na patogenia dessa 

complicação e que, em última análise, acaba causando a morte do indivíduo. A 

compreensão dos mecanismos de disfunção vascular é crucial para o 

desenvolvimento racional de terapias adjuvantes que aumentem a sobrevida e 

diminuam a incidência de sequelas em pacientes com MC. Nossos achados anteriores 

mostraram que a superfusão de L-arginina no cérebro de animais com MCE reverteu 

o processo vasoconstritor. Por isso, decidimos investigar os efeitos de uma terapia 

adjuvante de L-arginina em combinação com artesunato, o fármaco de eleição para 

tratar malária cerebral, sobre a sobrevida, fluxo sanguíneo cerebral e permeabilidade 

da barreira hematoencefálica. Os achados com administração de ozagrel, um inibidor 

da tromboxano sintase, levando a aumento do fluxo sanguíneo cerebral, nos levaram 

a também avaliar seu desempenho como terapia adjuvante na MCE, e a avaliar mais 

detalhadamente os níveis de outros metabólitos vasoativos do AA nessa síndrome 

neurológica. Além disso, nossos dados in vivo mostraram que vasos da pia-máter tem 

deficiência de resposta a estímulos vasoativos dependentes de NOS durante a MCE, 

e assim buscamos em um sistema ex vivo avaliar se essa deficiência seria intrínseca 

do vaso ou derivada de fatores externos. Assim, no presente trabalho, abordamos os 

mecanismos envolvidos na vasoconstrição e isquemia cerebral na malária cerebral 

experimental (MCE) e avaliamos o efeito de intervenções destinadas a restaurar o 

fluxo sanguíneo cerebral adequado em animais com a síndrome neurológica. 

Intervenções simples e direcionadas que, caso eficazes, poderiam salvar centenas de 

milhares de vidas todos os anos. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Investigar o efeito de intervenções baseadas na reposição de NO e inibição de 

eicosanoides constritores sobre a função vascular cerebral e como terapia adjuvante 

ao artesunato na malária cerebral experimental por Plasmodium berghei ANKA (PbA). 

2.2 Objetivos Específicos 

- Verificar se a L-arginina, associada ao artesunato, reverte o processo 

isquêmico cerebral e a quebra da barreira hematoencefálica na MCE; 

- Verificar se a droga híbrida ART-NO reverte o processo isquêmico cerebral e 

a quebra da barreira hematoencefálica na MCE; 

- Verificar se o ozagrel, associado ao artesunato, reverte o processo isquêmico 

cerebral e a quebra da barreira hematoencefálica na MCE; 

- Determinar os níveis de metabólitos vasoativos do ácido araquidônico na 

malária cerebral e na malária não cerebral, e o efeito do tratamento com inibidores 

das enzimas responsáveis pela geração de tais metabólitos na MCE;  
- Verificar o efeito dessas intervenções na sobrevida de animais com MCE; 
- Investigar a vasorreatividade e a biodisponibilidade de NO em artérias 

cerebrais isoladas de camundongos com MCE.  
 



27 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Camundongos da linhagem C57BL/6 (18-20 gramas), fêmeas, com idade entre 

8 e 10 semanas, produzidos pelo Instituto de Ciência e Tecnologia em Biomodelos 

(ICTB, Fiocruz) foram utilizados neste estudo. Todos os animais foram mantidos sob 

temperatura constante (22-24ºC) com acesso livre a ração e água e com um ciclo de 

12 horas claro/escuro. O estudo foi aprovado pelo Comitê de ética no uso de animais 

da Fundação Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ), sob a licença L-037/2015.  

3.2 Parasito e infecção dos animais 

Infecção de passagem: Amostras de sangue de camundongos C57BL/6 

contendo hemácias infectadas por Plasmodium berghei ANKA (PbA) expressando a 

proteína fluorescente verde (green fluorescent protein, GFP; uma doação do Malaria 

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

depositado por C.J. Janse e A.P. Waters; MR4 número: MRA-865) (PbA-GFP), ou 

infectadas por Plasmodium berghei NK65 (PbNK65; amostra gentilmente doada pela 

Dra. Dalma Maria Banic), previamente mantidas em nitrogênio líquido, foram 

descongeladas e injetadas por via intraperitoneal (i.p.) em camundongos passagem. 

Estes animais serviram como doadores de parasitos posteriormente para a infecção 

dos grupos experimentais.  

Infecções experimentais: Camundongos C57BL/6 (18-20 gramas), fêmeas, 

foram inoculados intraperitonealmente com uma suspensão de 100 μL contendo 1x106 

hemácias parasitadas por PbA-GFP ou por PbNK65 (dia 0 de infecção). Para 

determinação da parasitemia, a partir do sexto dia após a infecção foi coletada uma 

gota de sangue (~ 3 µL) da cauda do animal infectado e depositada sobre uma lâmina 

para confecção de distensão sanguínea. A lâmina foi fixada com metanol, corada por 

Giemsa (Laborclin) e lida sob óleo de imersão em microscópio de campo claro (Eclipse 

80i, Nikon) utilizando a objetiva de 100X. A parasitemia foi calculada pelo número de 

hemácias infectadas em pelo menos 1.000 hemácias totais. Alternativamente, a 

parasitemia em animais infectados por PbA-GFP foi avaliada por citometria de fluxo 

que identificou e quantificou as hemácias infectadas em um total de 10.000 hemácias 
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(10.000 eventos). As medidas de temperatura corporal foram realizadas com auxílio 

de um termômetro (Oakton® Acorn TM; Oakton Instruments, IL, USA) com sonda retal 

própria para camundongos. Animais infectados por PbA-GFP com temperaturas 

variando entre 31,0 e 36,0ºC no sexto dia após a infecção foram considerados dentro 

do critério objetivo de tratamento do estudo (animais com MCE consistentemente 

apresentam hipotermia progressiva, assim, a temperatura retal dos camundongos 

serve para “estagiar” a síndrome neurológica e homogeneizar os grupos de 

tratamento).  

3.3 Avaliação do fluxo sanguíneo cerebral  

O fluxo sanguíneo cerebral foi mensurado através da técnica de Laser Speckle 

com Contraste de Imagem (Laser Speckle Contrast Imaging - LSCI, PeriCam PSI 

System, Perimed, Suécia). Resumidamente, nesta técnica a luz do laser incide sobre 

a superfície do crânio e atinge o córtex cerebral. Essa luz é, então, refletida para uma 

câmera acoplada à cabeça do laser e o produto da velocidade e concentração das 

células sanguíneas é lido por um mecanismo denominado padrão de contraste 

speckle (Figura 8).  

 

Figura 8 - Laser Speckle com Contraste de Imagem (LSCI). 
A - Diagrama esquemático mostrando o arranjo típico de uma instalação LSCI. B - Padrão speckle 
representando o fluxo sanguíneo cerebral em tempo real. DEEGAN; WANG, 2019, p. 16, modificado 
pelo Dr. Leonardo J. M. Carvalho e Aline S. Moreira. 
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O laser speckle gera três imagens computadorizadas: uma imagem do animal 

sob o laser, outra em preto e branco da área delimitada para o estudo e uma terceira 

imagem também da área delimitada para o estudo, mas com o padrão speckle 

representando o fluxo sanguíneo em tempo real, baseado numa escala de cores que 

vai do preto (0 unidades de perfusão arbitrárias – UPA) ao vermelho (300 UPA). 

Quanto maior o contraste speckle, menor o fluxo sanguíneo e mais azulada aparece 

a imagem gerada da microcirculação cerebral pelo laser. Quanto menor o contraste 

speckle, maior o fluxo sanguíneo microvascular e mais avermelhada aparece a 

imagem. Assim, com o objetivo de investigar o comportamento do fluxo sanguíneo 

cerebral antes e após intervenções em animais que desenvolvem a MCE a técnica de 

laser speckle foi utilizada.  

No sexto dia de infecção, animais com temperaturas variando entre 31,0 e 36ºC 

foram selecionados para o estudo e tratados (as intervenções são descritas abaixo). 

Uma, três e seis horas após o tratamento, os camundongos foram anestesiados com 

uretano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 2 mg/g i.p.. O uretano foi o anestésico 

de escolha, pois induz anestesia profunda interferindo minimamente sobre os 

sistemas cardiovascular e respiratório dos animais (HARA; HARRIS, 2002). O 

processo cirúrgico foi iniciado assim que o reflexo podal dos animais foi cessado. Após 

tricotomia da cabeça e assepsia da região com Povidine®, o animal foi colocado sobre 

o aparelho estereotáxico em decúbito ventral, foi realizada a incisão do escalpo e 

remoção do periósteo permitindo, desta maneira, a exposição do crânio. Como o 

crânio dos camundongos é pouquíssimo espesso, não foi preciso realizar craniotomia 

prévia para aquisição de medidas de fluxo sanguíneo tecidual, pois o laser é capaz de 

atingir o tecido cerebral através do osso com penetração de até 1mm de profundidade 

a partir do ponto de luz do laser que atinge o tecido (AYATA et al., 2004, DUNN, 2012).  

O animal com o crânio já exposto foi posicionado sob a luz do LSCI com um 

comprimento de onda de 785 nm para medida da perfusão sanguínea cerebral. A 

distância entre a cabeça do laser e o crânio do animal foi de 10 cm, como 

recomendada pelo fabricante. A temperatura corporal dos animais foi mantida em 

36ºC com auxílio de uma manta aquecedora (Harvard Apparatus). 

Antes de iniciar a aquisição das medidas de fluxo sanguíneo, a superfície 

exposta do crânio foi umedecida com salina e coberta com uma fina camada de óleo 

mineral para evitar a secagem ao longo do experimento. Em seguida, uma área de 

aproximadamente 2 cm2 na superfície do crânio foi delimitada, e a região de interesse 

(region of interest, ROI), onde se pretendia avaliar o fluxo sanguíneo microvascular 
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cerebral, foi definida. A mesma ROI foi utilizada para todos os animais que 

participaram desse experimento.  

Para as avaliações de curto prazo (1 hora), as medidas de fluxo sanguíneo 

cerebral foram realizadas no mesmo animal antes (basal) e após a intervenção 

(tratamento) continuamente durante 60 minutos. Nas avaliações de longo prazo (3 e 

6 horas), diferentes grupos de animais foram utilizados para cada timepoint. 

Análise de 6 imagens/segundo e o fluxo sanguíneo cerebral relativo de todos 

os animais foram adquiridos utilizando o software Perisoft (PeriCam PSI System, 

Perimed, Suécia) e expressos em unidades de perfusão arbitrárias (UPA). Ao término 

do experimento os animais foram submetidos à eutanásia com overdose de uma 

mistura dos anestésicos cetamina 300mg/kg (Syntec, São Paulo, Brasil) e xylazina 

30mg/kg (Syntec, São Paulo, Brasil) via i.p. seguida de deslocamento cervical.  

Os tratamentos realizados nesses experimentos, doses das drogas, vias de 

administração e volumes finais injetados por animal foram os seguintes: 

- Artesunato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 32mg/kg em solução de 

bicarbonato de sódio (Reatec) a 5% i.p. (200 µL); 

- L-arginina (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA) 50mg/kg em salina 

administrada por via subcutânea (s.c.; 200 µL); 

- Salina s.c. (200 µL).   

3.4 Ensaios de sobrevida 

Ensaios de sobrevida foram realizados com o objetivo de verificar se a L-

arginina ou o ozagrel teriam um efeito benéfico quando administrados como terapia 

adjuvante em combinação com artesunato em camundongos que desenvolvem a 

MCE. Além disso, o efeito do tratamento com ART-NONO (uma droga híbrida com 

efeito antiplasmodial e repositora de NO) sobre a sobrevida de animais com MCE 

também foi avaliado. Dessa forma, no sexto dia após a infecção, camundongos com 

temperaturas variando entre 31,0 e 36,0ºC foram selecionados para o ensaio e 

divididos aleatoriamente nos seguintes grupos: 

1- Tratados com artesunato 32mg/kg em solução de bicarbonato de sódio a 5% 

i.p. (200 µL) mais salina s.c. (200 µL); 

2- Tratados com artesunato 32mg/kg em solução de bicarbonato de sódio a 5% 

i.p. (200 µL) mais L-arginina 50mg/kg em salina s.c. (200 µL); 
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3- Tratados com artesunato 32mg/kg em solução de bicarbonato de sódio a 5% 

i.p. (200 µL) mais ozagrel (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 100mg/kg em 

salina s.c. (200 µL); 

4- Tratados com artesunato 32mg/kg em solução de bicarbonato de sódio a 5% 

i.p. (200 µL);  

5- Tratados com ART-NONO 44mg/kg em água deionizada i.p. (200 µL).  

Para os experimentos com ozagrel e L-arginina, todos os animais receberam 

artesunato duas vezes ao dia (manhã e final da tarde) durante 5 dias a partir do sexto 

dia após a infecção. L-arginina ou salina foram administradas uma vez ao dia (manhã) 

nos dois primeiros dias de tratamento (grupo experimental L-arginina). Uma única 

dose de ozagrel ou salina foi administrada (manhã) no primeiro dia de tratamento 

(grupo experimental ozagrel). Para os experimentos com ART-NONO, os animais 

receberam artesunato ou a droga híbrida (ART-NONO) no sexto dia após a infecção 

(uma dose de cada droga pela manhã) e somente o artesunato foi administrado em 

dose única diária nos 4 dias seguintes (totalizando 5 dias de tratamento).  Os animais 

foram acompanhados por mais 7 dias após o último dia de tratamento com artesunato. 

Os camundongos foram monitorados diariamente, duas vezes ao dia a partir do 

primeiro dia de tratamento até o término do experimento para análise da mortalidade 

dos grupos. A parasitemia e temperatura dos animais foram checadas uma vez ao dia 

durante os cinco dias de tratamento e no último dia do experimento (onze dias após o 

primeiro dia de tratamento). 

Animais infectados por PbA-GFP que não preenchiam o critério objetivo de 

tratamento, como animais com temperaturas abaixo de 31,0ºC ou acima de 36,0ºC, 

animais que não se recuperaram após tratamento e evoluíram com o agravamento do 

quadro (temperatura abaixo de 30ºC, coma, convulsões ou dificuldade de respirar) 

foram submetidos à eutanásia com overdose de uma mistura dos anestésicos 

cetamina 300mg/kg e xylazina 30mg/kg via i.p. seguida de deslocamento cervical.  

3.5 Análise de permeabilidade da barreira hematoencefálica  

Para avaliar a integridade da barreira hematoencefálica realizamos a perfusão 

dos animais com azul de Evans. O azul de Evans é um corante que tem alta afinidade 

pela albumina sérica. Quando injetado por via intravenosa, liga-se totalmente à 

albumina, formando um complexo de alto peso molecular que não é capaz de 

atravessar a barreira hematoencefálica em condições fisiológicas. Se houver 
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rompimento da barreira, o complexo azul de Evans-Albumina extravasa da circulação 

para o tecido cerebral e o corante acumulado pode ser quantificado após extração a 

partir do cérebro (YAO et al., 2018).  

No sexto dia após a infecção, animais com temperaturas entre 31,0 e 36,0ºC 

foram selecionados e distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos: 

1- Tratados com artesunato 32mg/kg em solução de bicarbonato de sódio a 5% 

i.p. (100 µL) mais salina s.c. (100 µL); 

2- Tratados com artesunato 32mg/kg em solução de bicarbonato de sódio a 5% 

i.p. (100 µL) mais L-arginina 50mg/kg em salina s.c. (100 µL); 

3- Tratados com artesunato 32mg/kg em solução de bicarbonato de sódio a 5% 

i.p. (100 µL) mais ozagrel 100mg/kg em salina s.c. (100 µL).  

Cinco horas após o tratamento, os animais foram anestesiados com uretano 2 

mg/g i.p. e receberam por via intravenosa através do plexo orbital 150 µL de uma 

solução do corante azul de Evans (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 2% em 

tampão fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) 1X. Após uma hora da 

circulação do corante, o animal foi perfundido transcardialmente com salina gelada 

(10mL) através do ventrículo esquerdo. Os animais foram eutanasiados por 

decapitação, tiveram o cérebro coletado, pesado, armazenado em tubo Falcon 

contendo 3mL de formamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e, então, incubado 

por 48h a 37ºC. Transcorrido o tempo de incubação, 100 µL de cada amostra foram 

coletados e depositados em placas de ELISA de 96 poços. A curva padrão foi 

construída a partir de diluições seriadas da solução estoque do corante. Solução de 

formamida foi utilizada como branco para o teste. A quantificação do corante azul de 

Evans na solução de formamida foi realizada por espectrofotômetro (BioTek Elx800) 

em 620nm.   

3.6 Medida dos níveis de eicosanoides e GMP cíclico no cérebro por ensaio 
imunoenzimático (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay – ELISA) 

O ensaio imunoenzimático foi utilizado para determinar as concentrações 

basais dos eicosanoides no cérebro de animais controles (não infectados), de animais 

que desenvolveram MCE (infectados por PbA-GFP) e naqueles que não 

desenvolveram MCE (MNC - Malária não cerebral; infectados por PbNK65). Além 

disso, no grupo de animais que desenvolveu MCE, foram determinadas as 

concentrações dos eicosanoides após intervenção com drogas inibidoras da produção 
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dos mesmos. As concentrações de GMP cíclico no tecido cerebral de animais com 

MCE antes e após tratamento com L-arginina também foram determinadas.  

3.6.1 Coleta e preparo das amostras para quantificação dos eicosanoides  

Animais infectados por PbA-GFP que desenvolveram MCE e animais 

infectados por PbNK65 foram submetidos à eutanásia com overdose de uma mistura 

dos anestésicos cetamina 300mg/kg e xylazina 30mg/kg via i.p. seguida de 

deslocamento cervical e tiveram os cérebros coletados no sexto dia após a infecção. 

Cérebros de animais com MCE que receberam alguma das intervenções listadas 

abaixo foram coletados 1 hora após o tratamento. 

1- HET0016 (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 10mg/kg em etanol + 

polietilenoglicol + salina (2:2:6 [vol/vol]) s.c. (200 µL); 

2- HET0016 (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 10mg/kg em solução 

de dimetilsulfóxido (Dimethyl Sulfoxide, DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 

5% s.c. (200 µL); 

3- AUDA (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 2mg/kg em etanol + 

polietilenoglicol + salina (2:2:6 [vol/vol]) s.c. (200 µL); 

4- AUDA (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 2mg/kg em solução de 

DMSO a 5% s.c. (200 µL); 

5- Ozagrel (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) 100mg/kg em salina s.c. 

(200 µL); 

6- Salina s.c. (200 µL); 

7- Etanol + polietilenoglicol + salina (2:2:6 [vol/vol]) s.c. (200 µL); 

8- Solução de DMSO a 5% s.c. (200 µL). 

Cérebros de animais controles (não infectados) também foram coletados.  

Após coleta, as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido e, em seguida, armazenadas a -70ºC até serem processadas. Para 

determinação das concentrações de eicosanoides, o cérebro foi descongelado, 

pesado e, então, homogeneizado no gelo com 1mL do tampão de homogeneização 

[0.1M de fosfato de sódio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), pH 7.4, contendo 1mM 

de ácido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic acid, EDTA; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA), e 10 µM de indometacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)], utilizando um macerador de tecidos (CORNING). As amostras foram 

centrifugadas a 20.000 g durante 30 minutos a 4ºC. O sobrenadante resultante 

(aproximadamente 700 µL) foi coletado e misturado com o mesmo volume de uma 
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mistura (1:1) de acetonitrila (Vetec) e acetato de etila (Vetec) e, então, vortexado por 

45 segundos. As amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 g durante 15 

minutos a 4ºC. A fase orgânica resultante foi coletada, seca utilizando o speed vaccum 

(modelo iss110, Savant) durante 3 horas e, em seguida, congelada a -70ºC.  

3.6.2 Coleta e preparo das amostras para quantificação de GMP cíclico (GMPc) 

Animais infectados por PbA-GFP que desenvolveram MCE no sexto dia de 

infecção receberam uma das intervenções descritas abaixo e uma hora após o 

tratamento, foram submetidos à eutanásia com overdose de uma mistura dos 

anestésicos cetamina 300mg/kg e xylazina 30mg/kg via i.p. seguida de deslocamento 

cervical. O cérebro dos animais foi coletado para quantificação de GMPc.  

1- Salina s.c. (200 µL);  

2- L-arginina 50mg/kg em salina s.c. (200 µL).  

Cérebros de animais controles (não infectados) também foram coletados.  

Após coleta, as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido e, em seguida, armazenadas a -70ºC até serem processadas. Para 

determinação das concentrações de GMPc, o cérebro foi descongelado, pesado e, 

então, homogeneizado no gelo com 2,5 mL de uma solução de ácido tricloroacético 

(Trichloroacetic acid, TCA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 5% utilizando um 

macerador de tecidos (CORNING). As amostras foram centrifugadas a 1.500 g 

durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante resultante foi coletado e misturado a uma 

solução saturada de éter (1:5 [v/v]). Homogeneizou-se a solução durante 10 

segundos. Após isso, a fase orgânica (éter) foi coletada, descartada e a extração foi 

repetida mais uma vez. Em seguida, as amostras foram submetidas a aquecimento 

em banho Maria durante 5 minutos a 70ºC para eliminação do éter residual que, 

porventura, pudesse ainda estar presente nas amostras. Finalmente, as amostras 

foram congeladas a - 70ºC até que pudessem ser utilizadas no ELISA.  

3.6.3 Determinação das concentrações de eicosanoides e GMPc no cérebro por 
ensaio imunoenzimático (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay – ELISA) 

No dia da realização do ELISA para quantificação dos eicosanoides, as 

amostras secas foram descongeladas e ressuspendidas em 500µL do tampão do 

ensaio imunoenzimático. As concentrações de 20-HETE e 14,15-DHET no tecido 

cerebral foram determinadas utilizando kits de ELISA adquiridos da Detroit R&D. 

Concentrações de TXB2, 8-isoprostanos e PGE2 foram determinadas através de kits 
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de ELISA adquiridos da Cayman Chemical. Kit de ELISA adquirido da MyBioSource 

foi utilizado para determinar os níveis do metabólito 14,15-EET. As concentrações de 

GMPc foram determinadas a partir de amostras descongeladas no dia da realização 

do ELISA utilizando kit adquirido da Cayman Chemical. Todos os ensaios foram 

realizados de acordo com as instruções dos fabricantes. A concentração dos 

eicosanoides foi determinada por leitura em espectrofotômetro (BioTek Elx800) no 

comprimento de onda de 450nm para os ensaios da Detroit R&D e MyBioSource. 

Ensaios da Cayman Chemical foram lidos em 405nm. A concentração de GMPc, em 

particular, foi determinada por leitura em espectrofotômetro (Espectramax 190) no 

comprimento de onda de 420nm. 

3.7 Avaliação ex vivo da reatividade vascular  

Para avaliar a vasorreatividade em artérias cerebrais isoladas de animais controles 

(não infectados) e animais infectados por PbA que desenvolveram MCE, um sistema 

de miografia pressurizado de vasos isolados (Danish Myo Technologies) foi utilizado.  

3.7.1 Coleta da artéria cerebral média (middle cerebral artery – MCA) 

No sexto dia após a infecção, camundongos infectados por PbA-GFP que 

desenvolveram MCE foram anestesiados com isoflurano (4% para indução e 3% para 

manutenção), eutanasiados e, então, imediatamente decapitados. Para posterior 

isolamento da artéria cerebral média (MCA), o cérebro dos animais foi removido da 

caixa craniana e depositado em placa de Petri de vidro contendo tampão Krebs-

HEPES (tampão KH) a 4ºC. Cada MCA foi dissecada a partir da sua origem no círculo 

de Willis se estendendo por todo o comprimento do vaso e, então, depositada em uma 

câmara de microvaso (capacidade máxima de 2 mL) preenchida com tampão KH 

aquecido a 37°C. A MCA foi canulada em cada extremidade com micropipetas de vidro 

(diâmetro de 40 µm) e amarrada com 2 fios de sutura nylon monofilamento (10-0) em 

cada uma das suas extremidades (a extremidade proximal do vaso canulada na pipeta 

de influxo e a extremidade terminal do vaso canulada na pipeta de efluxo. As 

micropipetas foram ajustadas até que a MCA estivesse minimamente distorcida e 

próxima do seu comprimento in vivo; Figura 9 A) dentro de uma câmara de microvaso 

aquecida (37ºC) que permitiu que o lúmen e o exterior do vaso fossem perfundidos e 

superfundidos, respectivamente, com tampão KH a partir de reservatórios separados. 

O tampão KH foi equilibrado com uma mistura de gases (21% de O2, 5% de CO2 e 



36 

74% de N2) e tinha a seguinte composição (mM): NaCl, 130; KCl, 4.7; KH2PO4, 1.18; 

MgSO4--7H2O, 1.17; NaHCO3, 14.9; Dextrose, 5.5; CaNa2 Versenate (EDTA), 0.026; 

CaCl2, 1.6 e HEPES, 10. O pH do tampão foi ajustado para 7.4. Os diâmetros interno 

e externo da MCA foram medidos utilizando videomicroscopia (aumento de 10X) via 

micrômetro de vídeo na tela (Figura 9 B). As MCAs de animais não infectados foram 

coletadas da mesma maneira que as MCAs de animais com MCE servindo, dessa 

forma, como controles do experimento. 

 

Figura 9 - Imagem representativa de uma microvaso canulado. 
A - Artéria cerebral média canulada em cada extremidade com micropipetas de vidro e amarrada com 
dois fios de sutura em cada uma das suas extremidades. B - Imagem ampliada mostrando a 
determinação dos diâmetros interno e externo da MCA medido por micrômetro de vídeo na tela. 
Imagens fornecidas pelo Dr. Steven Brooks (LMVR-NIAID/NIH).  

3.7.2 Medida da reatividade vascular em MCA isolada 

Após a canulação, a MCA foi equilibrada a 80% da pressão arterial média do 

camundongo para se aproximar da pressão de perfusão in vivo (aproximadamente 

80mmHg). A reatividade das artérias isoladas foi avaliada em resposta a 

concentrações crescentes (com exceção de L-NAME, avaliada apenas na maior 

concentração) sequenciais das seguintes drogas: 

- Metacolina (Methacholine - MCh; induz a produção de NO através da ativação 

da eNOS), para avaliar vasodilatação dependente do endotélio: 10-9 a 10-4 M; 

- Nitroprussiato de sódio (Sodium nitroprusside - SNP; doador de NO), para 

avaliar vasodilatação independente do endotélio: 10-9 a 10-4 M;  

- Serotonina (Serotonin/5-hydroxytryptamine - 5-HT; potente vasoconstritor 

cerebral), para avaliar a resposta constritora vascular: 10-9 a 10-4 M; 
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- Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; inibidor da síntese de NO pela 

NOS), para inibir a enzima NOS: 10-4.  

O diâmetro interno e externo de repouso para cada MCA foi medido antes da 

incubação com a droga. A mudança no diâmetro interno e externo da MCA foi avaliada 

de 30 segundos a 2 minutos após a administração de cada droga ao superfusato. A 

câmara de microvaso foi lavada três vezes e o tampão KH foi sempre substituído antes 

de avaliar a reatividade vascular a uma nova droga. A mudança no diâmetro foi medida 

em micrômetros e depois normalizada como variação percentual a partir do diâmetro 

basal do vaso.   

3.8 Avaliação ex vivo da produção de NO 

Para avaliar a produção de NO pelas artérias cerebrais isoladas de animais 

controles (não infectados) e animais que desenvolveram MCE, o ensaio com 4,5-

diaminofluoresceína (4,5 diaminofluorescein, DAF-2; Cayman Chemical, Ann Harbor, 

MI, USA), um detector fluorescente de NO, foi utilizado.  

3.8.1 Coleta das artérias cerebrais  

No sexto dia após a infecção, camundongos infectados por PbA-GFP que 

desenvolveram MCE foram anestesiados com isoflurano (4% para indução e 3% para 

manutenção), eutanasiados e, então, imediatamente decapitados. Para posterior 

isolamento das artérias cerebrais médias (MCAs), artérias cerebrais posteriores 

(posterior cerebral arteries – PCAs) e artérias cerebrais anteriores (anterior cerebral 

arteries – ACAs), o cérebro dos animais foi removido da caixa craniana e depositado 

em tubos Falcon contendo 40mL de tampão Krebs-HEPES (tampão KH) a 4ºC. Em 

seguida, as MCAs, PCAs e ACAs foram dissecadas a partir de suas origens no círculo 

de Willis se estendendo por todo o comprimento dos vasos. Os vasos foram medidos 

sob um microscópio de dissecção e seccionados em segmentos de 1mm com auxílio 

de tesoura Vannas com lâmina de 2.5mm para uma maior exposição do endotélio 

vascular. Em seguida, as artérias foram depositadas em tubo eppendorf contendo 

1,5mL do tampão KH e incubadas em termobloco a 37ºC durante 30 minutos. O 

mesmo procedimento foi realizado para coleta das MCAs, PCAs e ACAs de animais 

controles (não infectados). O tampão KH tinha a seguinte composição (mM): NaCl, 

130; KCl, 4.7; KH2PO4, 1.18; MgSO4--7H2O, 1.17; NaHCO3, 14.9; Dextrose, 5.5; 
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CaNa2 Versenate (EDTA), 0.026; CaCl2, 1.6 e HEPES, 10. O pH do tampão foi 

ajustado para 7.4. 

3.8.2 Produção de NO por artérias cerebrais incubadas em tampão KH 

No momento da realização do ensaio DAF-2, o tampão KH no qual as artérias 

cerebrais foram previamente incubadas foi descartado. Em seguida, MCAs, PCAs e 

ACAs oriundas de animais controles ou de animais com MCE foram incubadas a 37ºC 

durante 10 minutos, de forma sequencial, nas soluções abaixo:  

1- Tampão KH + DAF-2 [5µM] (para verificar produção basal de NO);  

2- Tampão KH + DAF-2 [5µM] + MCh [10-5M] (para verificar produção 

estimulada de NO); 

3- Tampão KH + DAF-2 [5µM] + L-NAME [10-4M] (para verificar produção basal 

de NO na presença de inibidor de NOS); 

4- Tampão KH + DAF-2 [5µM] + MCh [10-5M] + L-NAME [10-4M] (para verificar 

produção estimulada de NO na presença de inibidor de NOS). 

Transcorrido o tempo da incubação com a solução 1, esta foi coletada (200 µL) 

e depositada em poços previamente identificados de uma placa de poliestireno preta 

(Fluotrac™ 200, Greiner Bio-One) mantida em banho de gelo. As artérias cerebrais 

foram então incubadas com a solução 2 também a 37ºC durante 10 minutos e, em 

seguida, a solução 2 foi coletada (200 µL) e colocada em outros poços da placa. O 

mesmo procedimento se repetiu até que todos os pools (MCAs, PCAs e ACAs) de 

artérias cerebrais (cada pool oriundo de um único animal) de animais controles ou de 

animais com MCE fossem incubados em todas as quatro soluções acima e essas 

soluções fossem em seguida depositadas na placa (sempre em volume de 200 µL). O 

sinal de fluorescência em cada poço da placa foi lido por um leitor de placas 

(VICTOR® Nivo™, Perkin Elmer) com excitação a 485 nm e detecção a 538 nm. As 

concentrações de NO foram calculadas como variação percentual a partir do baseline. 

3.8.3 Produção de NO por artérias cerebrais incubadas em plasma 

Para obtenção de plasma, camundongos infectados por PbA-GFP que 

desenvolveram MCE no sexto dia após a infecção ou animais controles (não 

infectados) foram anestesiados com isoflurano (4% para indução e 3% para 

manutenção). Após anestesia, o sangue do animal foi obtido por punção cardíaca 

através do ventrículo esquerdo em EDTA e depositado em tubo eppendorf. As 
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amostras foram imediatamente centrifugadas a 4ºC (200 g durante 15 min) para a 

coleta do plasma.  
No momento da realização do ensaio DAF-2, o tampão KH no qual as artérias 

cerebrais foram previamente incubadas foi descartado. Em seguida, MCAs, PCAs e 

ACAs oriundas de animais controles ou de animais com MCE foram incubadas a 37ºC 

durante 10 minutos nas soluções abaixo de maneira sequencial:  

 

1- Plasma controle + DAF-2 [5µM]; 

2- Plasma MCE + DAF-2 [5µM]; 

3- Plasma controle + DAF-2 [5µM] + MCh [10-4M].  

Transcorrido o tempo da incubação com a solução 1, esta foi coletada (200 µL) 

e depositada em poços previamente identificados de uma placa de poliestireno preta 

(Fluotrac™ 200, Greiner Bio-One) mantida em banho de gelo. As artérias cerebrais 

foram então incubadas com a solução 2 também a 37ºC durante 10 minutos e, em 

seguida, a solução 2 foi coletada (200 µL) e colocada em outros poços da placa. O 

mesmo procedimento se repetiu até que todos os pools (MCAs, PCAs e ACAs) de 

artérias cerebrais (cada pool oriundo de um único animal) de animais controles ou de 

animais com MCE fossem incubados em todas as soluções acima e essas soluções 

fossem em seguida depositadas na placa (sempre em volume de 200 µL). O sinal de 

fluorescência em cada poço da placa foi lido por um leitor de placas (VICTOR® Nivo™, 

Perkin Elmer) com excitação a 485 nm e detecção a 538 nm. As concentrações de 

NO foram calculadas como variação percentual a partir do baseline. 

3.9 Análise estatística  

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software estatístico 

Prism 8.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Para análises de parasitemia, temperatura 

corporal e medidas de fluxo sanguíneo cerebral basal foi utilizado o teste t-Student 

não pareado. Avaliação da progressão temporal das temperaturas e parasitemias 

entre diferentes grupos tratados foi realizada pelo teste Two-way ANOVA. Teste Two-

way ANOVA e teste t-Student com correção Mann-Whitney foram utilizados para 

análise de fluxo sanguíneo cerebral antes e após as intervenções. A curva de 

sobrevida foi analisada pelo teste Log-Rank (Mantel-Cox). One-way ANOVA e teste t-

Student com correção Mann-Whitney foram utilizados para análise dos dados do 

corante azul de Evans e do ELISA. Os dados gerados pelo ensaio DAF-2 foram 
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analisados por teste Two-way ANOVA. A reatividade vascular da MCA foi analisada 

por teste Two-way ANOVA para determinar o efeito de diferentes concentrações de 

MCh, 5-HT ou SNP em animais controles e animais com MCE. Análise da reatividade 

vascular após estímulo com MCh, 5-HT ou SNP na presença de L-NAME foi realizada 

por teste t-Student. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Perfil da infecção por Plasmodium berghei ANKA (PbA) 

Durante o desenvolvimento deste estudo, foi utilizado um total de 1.095 

camundongos C57BL/6, entre animais controles não infectados, infectados com PbA 

e infectados com PbNK65. É importante enfatizar que entre os animais infectados com 

PbA (796 animais) nem todos foram efetivamente utilizados nos experimentos, isso 

porque no sexto dia após a infecção, quando a maioria dos camundongos desenvolve 

a MCE, no momento em que foram checados, alguns (118 animais) já estavam em 

estágio mais avançado da síndrome neurológica (temperaturas abaixo de 31ºC, fora 

da faixa ideal estabelecida como critério para tratamento - entre 31 e 36ºC), tendo que 

ser, assim, submetidos a eutanásia.  

4.2 Animais com MCE apresentam queda acentuada de fluxo sanguíneo 
cerebral  

Animais que desenvolveram MCE no sexto dia após infecção apresentaram 

queda significativa no fluxo sanguíneo cerebral basal quando comparados a animais 

controles não infectados (Figura 10 A). Nas imagens geradas pelo LSCI é possível 

observar de maneira bastante clara a acentuada diminuição no fluxo sanguíneo 

cerebral dos animais com MCE (Figura 10 D e E) em relação aos controles (Figura 10 

B e C).  
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A - Fluxo sanguíneo cerebral de animais controles (n=8) e animais com MCE (n=9). Teste t não pareado 
bicaudal foi utilizado para a análise estatística dos dados. O fluxo sanguíneo cerebral basal foi 
significativamente menor em animais que desenvolveram MCE quando comparados ao grupo controle 
não infectado (P=0.0004). B e C - Imagens representativas do fluxo sanguíneo cerebral basal de dois 
camundongos do grupo controle não infectado. D e E - Imagens representativas do fluxo sanguíneo 
cerebral basal de animais com MCE. UPA, unidades de perfusão arbitrárias; MCE, Malária cerebral 
experimental. 

 

 

Figura 10 - Fluxo sanguíneo cerebral basal de animais controles não infectados e animais com 
MCE. 
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4.3 Efeito da terapia adjuvante com L-arginina sobre a MCE 

4.3.1 L-arginina induz aumento transiente de fluxo sanguíneo cerebral em 
associação com artesunato 

Nós havíamos demonstrado anteriormente que L-arginina, por si só, era capaz 

de induzir um aumento de fluxo sanguíneo cerebral em animais com MCE uma hora 

após a administração (Moreira AS, dissertação de mestrado). Nós perguntamos então 

se, no contexto do tratamento com antimalárico (artesunato), esse benefício também 

ocorreria e se poderia ser prolongado. 

Assim, no sexto dia após a infecção, animais que desenvolveram MCE foram 

selecionados para o experimento e tratados aleatoriamente com artesunato mais 

salina ou L-arginina. Após 1, 3 e 6 horas do tratamento, os animais foram anestesiados 

e submetidos a medidas de fluxo sanguíneo cerebral durante 20 minutos pelo LSCI. 

Como pode ser observado na figura 11, animais com MCE tratados com artesunato 

mais L-arginina apresentaram um aumento no fluxo sanguíneo cerebral uma hora 

após a intervenção quando comparados aos animais com MCE antes do tratamento. 

Além disso, o fluxo sanguíneo cerebral do grupo tratado com artesunato combinado 

com L-arginina foi significativamente maior do que o fluxo do grupo que recebeu 

artesunato mais salina, e não foi diferente do fluxo de animais controles não 

infectados. No entanto, a melhora do fluxo sanguíneo após o tratamento com L-

arginina foi transiente, visto que o fluxo sanguíneo cerebral retornou aos níveis pré-

tratamento 3 e 6 horas após a intervenção e não foram diferentes dos animais que 

receberam artesunato mais salina. 
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Figura 11 - Fluxo sanguíneo cerebral em camundongos com MCE tratados com artesunato mais 
salina ou L-arginina. 
As medidas de fluxo sanguíneo cerebral foram realizadas em grupos independentes de animais 1, 3 e 
6 horas após o tratamento com artesunato mais salina ou L-arginina, e são mostrados como barras nas 
figuras (n= 4 a 8 animais por grupo). A média ± desvio padrão do fluxo sanguíneo cerebral de 
camundongos controles não infectados e camundongos com MCE não tratados são mostrados como 
linhas pontilhadas (média) e caixas horizontais coloridas (desvio padrão; verde claro para controles não 
infectados e vermelho claro para camundongos com MCE não tratados), para permitir a comparação 
ao longo dos timepoints. Comparações foram feitas entre os grupos tratados (artesunato mais salina x 
artesunato mais L-arginina) em cada timepoint. Teste Two-way ANOVA e teste t-Student com correção 
Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Animais tratados com artesunato 
mais L-arginina apresentaram fluxo sanguíneo cerebral maior do que animais tratados com artesunato 
mais salina 1 hora após a intervenção (P=0.0262). Não houve diferença entre os grupos nos timepoints 
3 e 6 horas. UPA, unidades de perfusão arbitrárias; MCE, malária cerebral experimental; AS, 
artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina. 

4.3.2 Terapia adjuvante com L-arginina não afeta a permeabilidade da barreira 
hematoencefálica em animais com MCE 

Animais que desenvolveram MCE no sexto dia após a infecção foram 

selecionados para o estudo e aleatoriamente tratados com artesunato combinado com 

salina ou L-arginina (50mg/kg). Cinco horas após o tratamento, os animais receberam 

o corante azul de Evans por via intravenosa. Após uma hora de circulação do corante, 

os animais foram submetidos à eutanásia e tiveram o cérebro coletado. Animais que 

desenvolveram MCE apresentaram aumento significativo no extravasamento do 

corante azul de Evans para o tecido cerebral quando comparados ao grupo controle 

não infectado, indicando quebra da barreira hematoencefálica. O tratamento com 

artesunato mais salina ou L-arginina não teve qualquer efeito sobre a intensidade de 

extravasamento do corante (Figura 12 A) 6 horas após o tratamento. Não foram 

observadas diferenças significativas no peso do cérebro dos animais com MCE antes 

ou após os tratamentos quando comparados ao grupo controle não infectado (Figura 
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12 B). A parasitemia dos animais diminuiu seis horas após o tratamento com 

artesunato mais salina ou L-arginina (Figura 12 C). No entanto, não houve diferença 

nas parasitemias quando comparamos os diferentes grupos tratados.  
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Figura 12 - Permeabilidade da barreira hematoencefálica, peso do cérebro e parasitemia antes e 
após tratamento com artesunato mais salina ou L-arginina. 
A- Concentração do corante azul de Evans extravasado para o parênquima cerebral de animais com 
MCE antes e após tratamento. Teste One-way ANOVA com pós-teste Kruskall-Wallis e teste t-Student 
com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Permeabilidade 
vascular aumentada (maior concentração do corante azul de Evans no tecido cerebral) foi observada 
em animais com MCE não tratados (n=14; P<0.0001), tratados com artesunato mais salina (n=15; 
P=0.0002) ou L-arginina (n=10; P= 0.0007) quando comparados ao grupo controle não infectado 
(n=15). Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos infectados tratados ou não. B 
- Peso do cérebro de animais controles não infectados e animais com MCE antes e após o tratamento 
com artesunato mais salina ou L-arginina. Teste One-way ANOVA com pós-teste Kruskall-Wallis e teste 
t-Student com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Não houve 
diferença significativa no peso do cérebro entre os grupos. C - Efeito do tratamento com artesunato 
sobre a parasitemia de animais com MCE tratados com artesunato mais salina ou L-arginina. Teste 
Two-way ANOVA foi utilizado para a análise estatística dos dados. O tratamento com artesunato 
reduziu em aproximadamente 40% a parasitemia dos animais nos dois grupos após 6 horas do 
tratamento (P < 0.0001). Um total de 4 experimentos foi realizado para obtenção dos resultados. MCE, 
malária cerebral experimental; AS, artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina. 

4.3.3 Determinação dos níveis de GMPc no tecido cerebral  

No sexto dia de infecção, animais que desenvolveram MCE foram tratados com 

salina ou L-arginina, tiveram os cérebros coletados (1 hora após o tratamento), 

processados e os níveis de GMPc foram determinados por ELISA. As concentrações 

de GMPc no tecido cerebral não foram diferentes quando comparamos o grupo 

controle não infectado e os grupos de animais com MCE tratados com salina ou com 

L-arginina (Figura 13).  
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Figura 13 - Níveis de GMPc no tecido cerebral de animais com MCE após tratamento com L-
arginina. 
Níveis de GMPc foram determinados no cérebro de animais com MCE tratados com salina ou L-
arginina. Teste One-way ANOVA e teste t-Student com correção Mann-Whitney foram utilizados para 
a análise estatística dos dados. Não houve diferença nos níveis de GMPc (P=0.4583) quando 
comparados animais controles (n=12), animais com MCE tratados com salina (n= 12) ou L-arginina (n= 
12). 

4.3.4 Terapia adjuvante com L-arginina aumenta a sobrevida de animais com 
MCE 

Animais que desenvolveram MCE foram selecionados para o estudo e tratados 

aleatoriamente com artesunato (32mg/kg) combinado com salina ou combinado com 

L-arginina (50mg/kg em salina). Na figura 14 é possível observar que o grupo que 

recebeu artesunato mais L-arginina apresentou uma sobrevida significativamente 

maior (70%) do que o grupo tratado com artesunato mais salina (49%). As 

temperaturas e parasitemias dos animais no primeiro dia de tratamento não foram 

diferentes entre os grupos (Figura 15 A e B), confirmando que os grupos eram 

clinicamente homogêneos, e os animais estavam em estágios semelhantes de 

acometimento neurológico. A figura 16 mostra a porcentagem de parasitemia (Figura 

16 A) e a temperatura (Figura 16 B) dos animais ao longo do tempo de tratamento. 

Podemos verificar que a parasitemia dos camundongos foi reduzida aproximadamente 

à metade em até 48 horas do início do tratamento e continuou diminuindo durante o 

tempo do experimento, enquanto a temperatura aumentou no mesmo período. Apesar 

das diferenças significativas nas parasitemias e temperaturas ao longo do tempo, não 

houve diferença nesses parâmetros quando comparamos os grupos tratados (Figura 

16).  
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Figura 14 - Sobrevida cumulativa de animais com MCE submetidos a tratamento com artesunato 
mais salina ou L-arginina. 
Animais que desenvolveram MCE foram tratados com artesunato mais salina (n=55) ou artesunato 
mais L-arginina (n=55). Foi utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox) para a análise estatística dos 
dados. O grupo que recebeu artesunato mais L-arginina apresentou uma sobrevida significativamente 
maior quando comparado ao grupo que recebeu artesunato mais salina (P=0.0191). A melhor 
performance do grupo tratado com artesunato mais L-arginina foi consistente nos 4 experimentos. AS, 
artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina. 
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Figura 15 - Parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com MCE tratados com 
artesunato mais salina (n=55) ou artesunato mais L-arginina (n=55) no primeiro dia de 
tratamento. 
Teste t não pareado bicaudal foi utilizado para a análise estatística dos dados. Não houve diferença 
significativa na parasitemia (P=0.2176) ou temperatura (P= 0.2235) entre os grupos no primeiro dia de 
tratamento. AS, artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina. 
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Figura 16 - Progressão temporal da parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com 
MCE tratados com artesunato mais salina (n=55) ou artesunato mais L-arginina (n=55). 
Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a análise estatística dos dados. Houve uma diminuição 
significativa na parasitemia (P<0,0001) e um aumento significativo na temperatura (P<0,0001) dos 
animais ao longo do tempo de tratamento, no entanto não houve diferença dessas duas variáveis entre 
os grupos tratados. AS, artesunato; SAL, salina; L-ARG, L-arginina. 

4.3.5 Efeito da terapia adjuvante com o composto híbrido ART-NONO em 
animais com MCE 

O objetivo da suplementação com L-arginina em animais com MCE é o de 

restaurar a produção endógena de NO, restaurando a função vascular. Em linha com 

essa estratégia, buscamos avaliar o efeito de um composto híbrido contendo um 

derivado de artemisinina com um doador de NO (denominado ART-NONO). Esse é 
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um dos compostos desenvolvidos por nosso grupo em parceria com o grupo de 

química medicinal da Universidade de Turim, Itália (BERTINARIA et al., 2015 e 

patente concedida). Em estudo anterior, foi demonstrado um benefício de um outro 

composto híbrido na sobrevida de animais com MCE (BERTINARIA et al., 2011). O 

composto que decidimos utilizar no presente estudo (ART-NONO) apresentou uma 

atividade vasodilatadora superior ao do composto anterior e, portanto, avaliou-se que 

o efeito de ART-NONO na sobrevida poderia ser também superior. Assim, animais 

que desenvolveram MCE foram selecionados para o estudo e tratados aleatoriamente 

com artesunato ou o composto híbrido ART-NONO. Ao contrário do esperado, animais 

que receberam somente artesunato apresentaram uma sobrevida maior (53%) do que 

aqueles tratados com ART-NONO (24%) (Figura 17), apesar de esses últimos terem 

apresentado temperaturas retais mais elevadas no momento em que receberam o 

tratamento (Figura 18 B). Entretanto, ao analisar a evolução da parasitemia pós-

tratamento, observou-se que a eficácia do ART-NONO foi muito inferior à do 

artesunato, inclusive com um aumento da parasitemia nas primeiras 24 horas (Figura 

19 A), e isso se refletiu também em uma recuperação mais lenta da temperatura retal 

(Figura 19 B). Isso explica a menor sobrevida no grupo de animais que recebeu ART-

NONO, pois para que haja o efeito adjuvante do NO é condição fundamental a eficácia 

adequada do antimalárico, o que não ocorreu. Assim, esses dados levantam dúvidas 

com relação à estabilidade do composto devido ao intervalo entre a síntese na Itália, 

o envio e a realização do ensaio, e indicam a necessidade de se repetir o experimento 

com um novo lote com estabilidade assegurada.  
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Figura 17 - Sobrevida cumulativa de animais com MCE submetidos a tratamento com artesunato 
ou ART-NONO. 
Animais que desenvolveram MCE foram tratados com artesunato (n=17) ou ART-NONO (n=17). Foi 
utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox) para a análise estatística dos dados. Apesar de a diferença 
não ser significante, a baixa sobrevida do grupo ART-NONO fez com que fosse tomada a decisão de 
não seguir adiante com essa abordagem. Abaixo do gráfico de sobrevida encontra-se a estrutura 
química do artesunato (esquerda) e a do composto ART-NONO (direita). ART, artesunato; ART-NONO, 
artemisinina-doador de NO.  
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Figura 18 - Parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com MCE tratados com 
artesunato (n=17) ou ART-NONO (n=17) no primeiro dia de tratamento. 
Teste t não pareado bicaudal foi utilizado para a análise estatística dos dados. Não houve diferença 
significativa na parasitemia (P=0.6717) quando comparamos animais com MCE tratados com 
artesunato e aqueles que receberam ART-NONO no primeiro dia de tratamento. No entanto, animais 
tratados com ART-NONO apresentaram temperaturas significativamente mais elevadas do que animais 
que receberam apenas artesunato (P=0.0105) no primeiro dia de tratamento. ART, artesunato; ART-
NONO, artemisinina-doador de NO. 
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Figura 19 - Progressão temporal da parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com 
MCE tratados com artesunato (n=17) ou ART-NONO (n=17). 
Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a análise estatística dos dados. Houve uma diminuição 
significativa na parasitemia dos animais dias após a primeira dose do tratamento (P<0.0001). No 
entanto, animais tratados somente com artesunato apresentaram uma redução mais rápida e mais 
intensa na parasitemia quando comparados aos animais que receberam ART-NONO (P=0.0245). 
Aumento significativo na temperatura dos animais foi observado após o primeiro dia do tratamento 
(P<0.0001). Animais tratados apenas com artesunato apresentaram recuperação mais rápida da 
temperatura do que os animais que receberam ART-NONO (P=0.0036). ART, artesunato; ART-NONO, 
artemisinina-doador de NO. 
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4.4 Efeito da terapia adjuvante com ozagrel sobre a MCE 

Em nossos estudos anteriores, havíamos demonstrado que, assim como a L-

arginina, a administração de um inibidor da tromboxano sintase, o ozagrel, induzia 

aumento de fluxo sanguíneo cerebral em animais com MCE (Moreira AS, dissertação 

de mestrado). Assim, procedemos a uma exploração mais detalhada do efeito dessa 

intervenção na MCE. 

4.4.1 Administração de ozagrel depleta tromboxano A2 (TXA2) no cérebro de 
animais com MCE 

Alguns animais com MCE apresentaram níveis muito elevados de TXB2 

(metabólito estável de TXA2) no cérebro, mas na média os níveis não foram diferentes 

dos níveis basais observados em animais controles não infectados (Figura 20). O 

tratamento com ozagrel, mas não com salina, levou a uma acentuada diminuição, 

superior a 80%, dos níveis cerebrais de TXA2 nos animais com MCE (Figura 20). 

Esses dados, associados aos anteriores de fluxo sanguíneo cerebral, indicam que, 

mesmo que um aumento de TXA2 não ajude a explicar o processo vasoconstritivo em 

animais com MCE, a inibição da produção basal de TXA2 é uma intervenção eficaz 

em reverter a isquemia nessa síndrome neurológica.  
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Figura 20 - Concentrações de TXA2 (determinadas pela quantificação do seu derivado, TXB2) em 
cérebro de animais com MCE antes e após tratamento com ozagrel. 
Determinação das concentrações de TXB2 (metabólito estável de TXA2) no cérebro de animais 
controles não infectados, de animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE 
(infectados por PbA) antes e após 1 hora do tratamento com salina ou ozagrel. Teste One-way ANOVA 
e teste t-Student com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. 
Não foram observadas diferenças nos níveis de TXB2 quando comparados animais controles não 
infectados (n=11) e aqueles com MCE antes (n=12) ou após intervenção com salina (n=13). Animais 
com MNC (n=12) apresentaram aumento nas concentrações cerebrais de TXB2 quando comparados a 
animais controles não infectados (P=0.0225). Queda significativa nos níveis de TXB2 foi observada no 
cérebro de animais tratados com ozagrel (n=13) quando comparados ao grupo MCE antes (P=0.0001) 
ou após intervenção com salina (P=<0.0001). MNC, malária não cerebral; MCE, malária cerebral 
experimental; TXB2, tromboxano B2; SAL, salina; OZA, ozagrel - inibidor da enzima tromboxano sintase. 

4.4.2 Terapia adjuvante com ozagrel não afeta a permeabilidade da barreira 
hematoencefálica em animais com MCE 

Animais que desenvolveram MCE no sexto dia após a infecção foram 

selecionados para o estudo e aleatoriamente tratados com artesunato combinado com 

salina ou ozagrel (100mg/kg). Cinco horas após o tratamento, os animais receberam 

o corante azul de Evans por via intravenosa. Após uma hora de circulação do corante, 

os animais foram submetidos à eutanásia e tiveram o cérebro coletado. Como 

observado anteriormente no tratamento com L-arginina, animais que desenvolveram 

MCE apresentaram aumento significativo no extravasamento do corante azul de 

Evans para o tecido cerebral quando comparados ao grupo controle não infectado, 

indicando quebra da barreira hematoencefálica, e o tratamento com artesunato mais 

salina ou ozagrel não teve qualquer efeito sobre a intensidade de extravasamento do 

corante (Figura 21 A) 6 horas após o tratamento. Não foram observadas diferenças 
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significativas no peso do cérebro dos animais com MCE antes ou após os tratamentos 

quando comparados ao grupo controle não infectado (Figura 21 B). A parasitemia dos 

animais diminuiu seis horas após o tratamento com artesunato mais salina ou ozagrel 

(Figura 21 C). No entanto, não houve diferença nas parasitemias quando comparamos 

os diferentes grupos tratados.  
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Figura 21 - Permeabilidade da barreira hematoencefálica, peso do cérebro e parasitemia antes e 
após tratamento com artesunato mais salina ou ozagrel. 
A- Concentração do corante azul de Evans extravasado para o parênquima cerebral de animais com 
MCE antes e após tratamento. Teste One-way ANOVA com pós-teste Kruskall-Wallis e teste t-Student 
com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Aumentada 
permeabilidade vascular (maior concentração do corante azul de Evans no tecido cerebral) foi 
observada em animais com MCE não tratados (n=14; P<0.0001), tratados com artesunato mais salina 
(n=15; P=0.0002) ou ozagrel (n= 8; P= 0.0003) quando comparados ao grupo controle não infectado 
(n=15). Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos infectados tratados ou não. B 
- Peso do cérebro de animais controles não infectados e animais com MCE antes e após o tratamento 
com artesunato mais salina ou ozagrel. Teste One-way ANOVA com pós-teste Kruskall-Wallis e teste 
t-Student com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Não houve 
diferença significativa no peso do cérebro entre os grupos. C - Efeito do tratamento com artesunato 
sobre a parasitemia de animais com MCE tratados com artesunato mais salina ou ozagrel. Teste Two-
way ANOVA foi utilizado para a análise estatística dos dados. O tratamento com artesunato reduziu em 
aproximadamente 40% a parasitemia dos animais nos dois grupos após 6 horas do tratamento (P < 
0.0001). Um total de 4 experimentos foi realizado para obtenção dos resultados. MCE, malária cerebral 
experimental; AS, artesunato; SAL, salina; OZA, ozagrel. 

4.4.3 Efeito da terapia adjuvante com ozagrel na sobrevida de animais com 
MCE 

Animais que desenvolveram MCE foram selecionados para o estudo e tratados 

aleatoriamente com artesunato combinado com salina ou com ozagrel (100mg/kg em 

salina). A figura 22 sugere a ocorrência de uma sobrevida maior no grupo que recebeu 

artesunato mais ozagrel (75%) comparado ao grupo tratado com artesunato mais 

salina (50%). Entretanto, esses dados foram inconclusivos, pois o n amostral nesse 

experimento único não permitiu determinar se a diferença é de fato verdadeira (P= 

0.2434). Além disso, a temperatura retal dos animais no grupo tratado com artesunato 

mais ozagrel indica que esses animais podiam estar ligeiramente em melhores 

condições clínicas que os do grupo que recebeu artesunato mais salina (P= 0.0703) 

(Figura 23 B). A figura 24 mostra a porcentagem de parasitemia (Figura 24 A) e a 
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temperatura (Figura 24 B) dos animais ao longo do tempo de tratamento. A 

parasitemia diminuiu para menos da metade 24 horas após o início do tratamento e 

estava praticamente zerada no tempo de 48 horas, enquanto as temperaturas 

aumentaram nesse mesmo período. Não houve diferença significativa quando 

comparamos as parasitemias dos animais tratados com artesunato mais salina com 

aqueles que receberam artesunato mais ozagrel. No entanto, animais tratados com 

artesunato mais ozagrel apresentaram uma melhora mais rápida na temperatura 

corporal (48 horas após o início do tratamento) quando comparados àqueles que 

receberam artesunato mais salina. 

O experimento chegou a ser repetido, mas um problema no nosso termômetro 

retal não permitiu definir com segurança o momento adequado para o tratamento e foi 

interrompido. Não houve tempo para corrigir o problema e conduzir outros 

experimentos e, assim, esses dados precisam ainda de confirmação.   

 

 

 

Figura 22 - Sobrevida cumulativa de animais com MCE submetidos a tratamento com artesunato 
mais salina ou ozagrel. 
Animais que desenvolveram MCE foram tratados com artesunato mais salina (n=8) ou artesunato mais 
ozagrel (n=16). Foi utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox) para a análise estatística dos dados. O 
grupo que recebeu artesunato mais ozagrel apresentou uma sobrevida maior (75%; apesar de não ser 
estatisticamente significante-P=0.2434) quando comparado ao grupo que recebeu artesunato mais 
salina (50%). AS, artesunato; SAL, salina; OZA, ozagrel. 
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Figura 23 - Parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com MCE tratados com 
artesunato mais salina (n=8) ou artesunato mais ozagrel (n=16) no primeiro dia de tratamento. 
Teste t não pareado bicaudal foi utilizado para a análise estatística dos dados. Não houve diferença 
significativa na parasitemia (P=0.6300) ou temperatura (0.0703) entre os grupos no primeiro dia de 
tratamento. AS, artesunato; SAL, salina; OZA, ozagrel. 
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Figura 24 - Progressão temporal da parasitemia (A) e temperatura corporal (B) de animais com 
MCE tratados com artesunato mais salina (n=8) ou artesunato mais ozagrel (n=16). 
Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a análise estatística dos dados. Houve uma diminuição 
significativa na parasitemia (P<0.0001) e um aumento significativo na temperatura (P<0.0001) dos 
animais em relação ao tempo de tratamento. Não houve diferença nas parasitemias entre os diferentes 
grupos tratados. No entanto, o grupo que recebeu artesunato mais ozagrel apresentou um aumento 
significativo (P= 0.0025) na temperatura corporal principalmente nas primeiras 48h após o início do 
tratamento quando comparado ao grupo tratado com artesunato mais salina. AS, artesunato; SAL, 
salina; OZA, ozagrel. 

4.5 Determinação dos níveis de eicosanoides no tecido cerebral 

Metabólitos do ácido araquidônico possuem importante papel na regulação do 

tônus vascular no sistema nervoso central. Uma vez que animais com MCE 

apresentam um processo vasoconstritivo (CABRALES et al., 2010), nós perguntamos 

se uma eventual desregulação dos níveis de alguns eicosanoides poderia estar 
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associada a esse processo. Para tal, avaliamos por ELISA os níveis de eicosanoides 

selecionados no cérebro de animais com MCE e comparamos com animais controles 

não infectados e também com animais infectados por uma cepa de Plasmodium 

berghei (PbNK65) que não causa malária cerebral (grupo denominado de ‘malária não 

cerebral’, MNC). Animais controles e animais dos grupos MCE e MNC tiveram seus 

cérebros coletados no sexto dia após a infecção, processados e então foram 

determinadas as concentrações de dois dos principais eicosanoides vasoconstritores 

(TXA2 e 20-HETE - foi feito o ensaio também com LTB4, mas os valores ficaram fora 

da curva padrão e não foi possível determinar as concentrações), de dois dos 

principais vasodilatadores (14,15-EET e PGE2), além dos níveis de 14,15-DHET (que 

mensura catabolismo aumentado de 14,15-EET, indicando decréscimo da atividade 

vasodilatadora do mesmo) e 8-isoprostanos (um potente vasoconstritor, resultante de 

metabolismo oxidativo não enzimático do ácido araquidônico, e que indica ambiente 

pró-oxidante). Os níveis desses metabólitos também foram avaliados em animais com 

MCE tratados com drogas inibidoras específicas: níveis de TXA2, PGE2 e 8-

isoprostanos em animais tratados com ozagrel (inibidor de tromboxano sintase), níveis 

de 20-HETE em animais tratados com HET0016 (inibidor de CYP4A), níveis de 14,15-

EET e 14,15-DHET em animais tratados com AUDA (inibidor de epóxido hidrolase 

solúvel). 

Como descrito acima, os níveis de TXA2 no cérebro não se mostraram 

alterados em animais com MCE, mas de qualquer maneira o tratamento com ozagrel 

levou a uma queda acentuada dos níveis desse metabólito no cérebro de animais com 

a síndrome neurológica (Figura 20). 

Animais com MCE apresentaram aumento marcante nos níveis de 20-HETE 

quando comparados aos animais controles não infectados e animais com MNC 

(Figura 25 A). A administração de HET0016 levou a uma redução importante dos 

níveis de 20-HETE uma hora após a administração (Figura 25 B). Nesse experimento, 

o veículo utilizado foi etanol+polietilenoglicol+salina (2:2:6 [v/v]), que não interferiu 

com os níveis de 20-HETE. De maneira interessante, em um primeiro experimento, a 

diluição da droga foi feita com veículo contendo 5% de DMSO em salina, e esse 

veículo levou a uma drástica redução dos níveis de 20-HETE (Figura 25 A).  
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Figura 25 - Concentrações de 20-HETE em cérebro de animais com MCE antes e após tratamento 
com HET0016. 
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A - Determinação das concentrações de 20-HETE no cérebro de animais controles não infectados, de 
animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e após 
1 hora do tratamento com DMSO mais salina ou HET0016. Teste One-way ANOVA e teste t-Student 
com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Os níveis do 
eicosanoide vasoconstritor 20-HETE foram significativamente maiores em animais que desenvolveram 
MCE (n=7) quando comparados a animais controles não infectados (n=9; P=0.0021) e animais que 
desenvolveram MNC (n=13; P=0.0024). Os níveis de 20-HETE em animais com MCE diminuíram após 
intervenção com veículo (DMSO+salina; n=9) ou com HET0016 (dissolvido em DMSO+salina; n=9) 
quando comparados aos níveis de 20-HETE em animais com MCE antes do tratamento (P=0.0003 e 
0,0002, respectivamente). B - Determinação das concentrações de 20-HETE no cérebro de animais 
controles não infectados e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e após 1 hora do tratamento 
com etanol mais polietilenoglicol mais salina ou HET0016. Teste One-way ANOVA e teste t-Student 
com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Os níveis de 20-
HETE foram significativamente maiores em animais com MCE antes (n=10) e após intervenção com 
veículo (etanol + polietilenoglicol + salina, n=11) quando comparados aos níveis em animais controles 
não infectados (n= 8; P=0.0005 e 0.0001, respectivamente). Os níveis de 20-HETE foram 
significativamente reduzidos em animais tratados com HET0016 (dissolvido em etanol + polietilenoglicol 
+ salina; n=12) quando comparados ao grupo com MCE após a intervenção com veículo (P=0.0156). 
MNC, malária não cerebral; MCE, malária cerebral experimental; 20-HETE, 20- 
hydroxyeicosatetraenoic acid; DMSO, dimethyl sulfoxide; ETA, etanol; PEG, polietilenoglicol; SAL, 
salina; HET0016, inibidor da produção de 20-HETE. 

Animais com MCE, assim como animais com MNC, apresentaram uma queda 

nos níveis de 14,15-EET no cérebro em relação a controles não infectados (Figura 

26). A administração de AUDA não resultou em alteração significativa dos níveis de 

EET em animais com MCE, em relação a animais tratados com o veículo.  

 

Figura 26 - Concentrações de 14,15-EET em cérebro de animais com MCE antes e após 
tratamento com AUDA. 
Determinação das concentrações de 14,15-EET no cérebro de animais controles não infectados, de 
animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e após 
1 hora do tratamento com etanol mais polietilenoglicol mais salina ou AUDA. Teste One-way ANOVA e 
teste t-Student com correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. 
Animais com MCE (n=11) e animais com MNC (n=9) apresentaram queda nos níveis de 14,15-EET no 
cérebro quando comparados ao grupo controle não infectado (n=8; P=0.0259 e P<0.0001, 
respectivamente). AUDA não alterou significativamente os níveis de 14,15-EET em animais com MCE 
quando comparados ao grupo que recebeu apenas o veículo. MNC, malária não cerebral; MCE, malária 
cerebral experimental; 14,15-EET, 14,15-epoxy-5Z,8Z,11Z-eicosatrienoic acid; ETA, etanol; PEG, 
polietilenoglicol; SAL, salina; AUDA, inibidor da enzima epóxido hidrolase solúvel. 
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De maneira contrária a 14,15-EET, os níveis de 14,15-DHET estavam 

aumentados no cérebro de animais com MCE quando comparados ao grupo MNC 

(Figura 27). Nós procuramos avaliar o efeito da administração de AUDA (inibidor da 

epóxido hidrolase solúvel, responsável pela conversão de EET em DHET) também 

nos níveis de 14,15-DHET. Em um primeiro experimento, utilizando como veículo 

DMSO 5% em salina, de maneira semelhante ao ocorrido no experimento com 

HET0016, observou-se uma drástica redução dos níveis de 14,15-DHET tanto nos 

animais que receberam AUDA quanto naqueles que receberam apenas o veículo 

(Figura 27). Assim, conduzimos um segundo experimento utilizando como veículo 

etanol+polietilenoglicol+salina (2:2:6 [v/v]), entretanto nesse experimento os valores 

de absorbância no ELISA ficaram fora dos limites da curva padrão e não foi possível 

determinar o efeito do tratamento com AUDA sobre os níveis de 14,15-DHET. 

 

Figura 27 - Concentrações de 14,15-DHET em cérebro de animais com MCE antes e após 
tratamento com AUDA. 
Determinação das concentrações de 14,15-DHET no cérebro de animais controles não infectados, de 
animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e após 
1 hora do tratamento com DMSO mais salina ou AUDA. Teste One-way ANOVA e teste t-Student com 
correção Mann-Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Animais com MCE (n=6) 
apresentaram níveis de 14,15-DHET no cérebro maiores do que no grupo MNC (n=5; P=0.0173). Os 
níveis cerebrais de 14,15-DHET diminuíram em animais com MCE tratados com veículo (DMSO+salina; 
n= 9) ou com AUDA (dissolvido em DMSO+salina; n=7) quando comparados aos níveis de 14,15-DHET 
em animais com MCE antes do tratamento (P=0.0008 e 0.0012, respectivamente). MNC, malária não 
cerebral; MCE, malária cerebral experimental; 14,15-DHET, 14,15-dihydroxy-5Z,8Z, 11Z-eicosatrienoic 
acid; DMSO, dimethyl sulfoxide; SAL, salina; AUDA, inibidor da enzima epóxido hidrolase solúvel. 

Já os níveis de PGE2 estavam aumentados no cérebro de animais com MNC 

quando comparados ao grupo controle não infectado e também em relação ao grupo 

MCE (Figura 28). Nós observamos previamente que o tratamento de animais com 
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MCE com ozagrel, um inibidor de tromboxano sintase, causava depleção de TXA2. 

Uma vez que tanto a tromboxano sintase quanto a PGE sintase utilizam como 

substrato a PGH2, derivada do metabolismo de AA pela cicloxigenase (Figura 2) nós 

perguntamos se a inibição da síntese de TXA2 pelo ozagrel poderia impactar na 

geração de PGE2, pelo suposto aumento da disponibilidade de PGH2. Entretanto, isso 

não ocorreu, os níveis de PGE2 em animais com MCE tratados com ozagrel não foram 

diferentes daqueles observados em animais que receberam apenas o veículo (salina) 

(Figura 28). 

 

Figura 28 - Concentrações de PGE2 em cérebro de animais com MCE antes e após tratamento 
com ozagrel. 
Determinação das concentrações de PGE2 no cérebro de animais controles não infectados, de animais 
com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e após 1 hora 
do tratamento com salina ou ozagrel. Teste One-way ANOVA e teste t-Student com correção Mann-
Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Animais com MNC (n=6) apresentaram 
níveis aumentados do potente vasodilatador PGE2 no tecido cerebral quando comparados ao grupo 
MCE (n=9; P= 0.0176) e a controles não infectados (n= 9; P= 0.0496). Não foram observadas diferenças 
nos níveis de PGE2 no cérebro de animais com MCE tratados com ozagrel (n=5) quando comparados 
ao grupo que recebeu apenas veículo (n=5). MNC, malária não cerebral; MCE, malária cerebral 
experimental; PGE2, prostaglandina E2; SAL, salina; OZA, ozagrel - inibidor da enzima tromboxano 
sintase.  

Os níveis de 8-isoprostanos encontravam-se aumentados tanto em animais 

que desenvolveram MCE quanto em animais com MNC, quando comparados ao 

grupo controle (Figura 29). Nós perguntamos novamente se o tratamento com ozagrel 

poderia influenciar nos níveis de 8-isoprostanos em animais com MCE e, de fato, o 

tratamento com ozagrel levou a uma diminuição dos níveis desse metabólito no 

cérebro (Figura 29). 
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Figura 29 - Concentrações de 8- isoprostanos em cérebro de animais com MCE antes e após 
tratamento com ozagrel. 
Determinação das concentrações de 8-isoprostanos no cérebro de animais controles não infectados, 
de animais com MNC (infectados por PbNK65) e de animais com MCE (infectados por PbA) antes e 
após 1 hora do tratamento com ozagrel. Teste One-way ANOVA e teste t-Student com correção Mann-
Whitney foram utilizados para a análise estatística dos dados. Os níveis de 8-isoprostanos estavam 
aumentados em animais com MCE (n=17) e animais com MNC (n=21) quando comparados ao grupo 
controle não infectado (n=15; P=0.0402 e P=0.0024, respectivamente). O tratamento dos animais que 
desenvolveram MCE com ozagrel (n=5) diminuiu os níveis cerebrais de 8-isoprostanos quando 
comparados aos animais com MCE antes do tratamento (P=0.0477). MNC, malária não cerebral; MCE, 
malária cerebral experimental; OZA, ozagrel - inibidor da enzima tromboxano sintase. 

Esses resultados indicam que animais com MCE apresentam, de fato, um perfil 

de metabolismo de AA pendendo para um desbalanço que favorece a  produção de 

eicosanoides vasoconstritores (20-HETE, 14,15-DHET, 8-isoprostanos), em 

detrimento da produção dos eicosanoides vasodilatadores (PGE2, 14,15-EET), o que 

poderia contribuir para isquemia tecidual, hipóxia e, consequentemente, levar a morte 

nessa síndrome neurológica. Indicam também que tratamentos com drogas inibidoras 

de enzimas relacionadas às vias de metabolismo do AA, administradas 

sistemicamente, podem interferir na produção desses metabólitos no cérebro, 

tornando-se assim, além de ferramentas úteis para estudo dos mecanismos de 

patogenia, drogas com potencial terapêutico na malária cerebral. O efeito de ozagrel, 

inibindo a produção de TXA2 (e também de 8-isoprostanos) e, concomitantemente, 

levando a um aumento substancial do fluxo sanguíneo cerebral em animais com MCE, 

sugere que esse potencial pode ser explorado. 
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4.6 Avaliação ex vivo da reatividade vascular 

Esses experimentos foram conduzidos no Laboratory of Malaria and Vector 

Research (LMVR), no National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), do 

National Institutes of Health (NIH), em Rockville, EUA, sob a orientação do Dr. Hans 

Ackerman, durante um estágio de doutorado sanduíche. Nosso grupo havia 

demonstrado anteriormente, em estudos in vivo utilizando microscopia intravital do 

cérebro, que os vasos da microcirculação cerebral (pia-máter) de animais com MCE 

não respondiam a estímulos vasodilatadores pela superfusão de acetilcolina (que 

induz vasodilatação por mecanismo dependente de NOS endotelial) ou de N-metil-D-

aspartato (NMDA, que induz vasodilatação dependente de NOS neuronal) (ONG et 

al., 2013). Os estudos in vivo permitem avaliar, por exemplo, a função vascular no 

contexto global de todos os players que afetam determinada resposta, por exemplo, o 

próprio vaso sanguíneo com circulação sanguínea ativa, na presença da infecção 

plasmodial, afetado pela resposta imune em curso, o processo pró-inflamatório e pró-

oxidante, a interação com o ambiente do sistema nervoso central, os neurônios, 

astrócitos e seus mediadores, etc. A questão que levantamos era até que ponto a 

disfunção vascular observada nos animais com MCE, em estudos in vivo, era 

intrínseca do vaso ou dependente de outros fatores, como por exemplo fatores 

plasmáticos ou o próprio ambiente cerebral. Para isso, decidimos lançar mão de um 

sistema ex vivo de miografia, que nos permite estudar a reatividade vascular de forma 

isolada, em um equipamento apropriado. Nossa hipótese inicial era a de que as 

artérias cerebrais de animais com MCE teriam um defeito intrínseco relacionado à 

disfunção de NOS endotelial, que faria com que o vaso não produzisse NO de forma 

adequada quando estimulado, por exemplo, com acetilcolina ou análogos como a 

metacolina. Uma vez confirmada essa hipótese, planejamos uma série de abordagens 

para estudar esse mecanismo e explorar intervenções terapêuticas. 

Assim, a reatividade vascular foi avaliada por miografia da artéria cerebral 

média (middle cerebral artery - MCA) obtida de camundongos controles não infectados 

e animais com MCE no sexto dia após a infecção. A resposta vascular foi avaliada 

frente a estímulos vasodilatadores dependentes (metacolina; methacholine - MCh) e 

independentes (nitroprussiato de sódio; sodium nitroprusside - SNP) de endotélio, e a 

resposta vasoconstritora foi avaliada frente a serotonina (serotonin/5-

hydroxytryptamine - 5-HT). Essas avaliações foram feitas em múltiplas concentrações 

de cada estímulo, na presença ou ausência de Nω- nitro-L-arginine methyl ester (L-
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NAME, inibidor de NOS). Avaliou-se tanto as mudanças de diâmetro interno quanto 

externo dos vasos.  

As artérias cerebrais de animais controles não infectados apresentaram, como 

esperado, potente resposta vasodilatadora ao estímulo com metacolina (Figura 30 A 

e B) e com nitroprussiato de sódio (Figura 30 C e D), atingindo cerca de 15% de 

aumento no diâmetro interno e 10% no diâmetro externo nas concentrações mais 

elevadas (10-5 e 10-4M). Já o estímulo com serotonina levou a constrição das MCAs 

(Figura 30 E e F). De maneira contrária às nossas expectativas, as MCAs de animais 

com MCE apresentaram resposta vasodilatadora à metacolina semelhante à de 

animais controles não infectados (Figura 30 A e B). E no caso do nitroprussiato de 

sódio, a resposta vasodilatadora foi até mesmo mais intensa (diâmetro interno) nas 

MCAs de animais com MCE do que nas MCAs de animais controles não infectados 

(Figura 30 C). A resposta constritora à serotonina de MCAs de animais com MCE 

também foi similar à de animais controles não infectados (Figura 30 E e F).  
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Figura 30 - Vasorreatividade ex vivo em MCAs de camundongos com MCE frente a estímulos 
dependentes e independentes de endotélio. 
Avaliação da resposta vascular da artéria cerebral média de animais controles não infectados e de 
animais com MCE antes e após estímulo com metacolina, nitroprussiato de sódio e serotonina. A 
resposta vascular foi mensurada em 4 MCAs de animais controles não infectados e 7 MCAs oriundas 
de animais com MCE (uma MCA coletada por animal - diâmetros interno e externo). Teste Two-way 
ANOVA foi utilizado para a análise estatística dos dados. A e B - Artérias cerebrais de animais controles 
não infectados e animais com MCE apresentaram potente resposta vasodilatadora ao estímulo com 
metacolina. Não houve diferença na resposta entre controles e MCE. C e D - A superfusão das MCAs 
com nitroprussiato de sódio induziu vasodilatação nas artérias de ambos os grupos experimentais, 
controle e MCE. De modo geral, não houve diferença na resposta entre controles e MCE. Entretanto, 
quando a resposta nas doses mais altas (10-4 e 10-5M) foi analisada isoladamente, a resposta 
vasodilatadora (diâmetro interno) foi mais intensa nos animais MCE do que nos controles (P=0.0276 e 
0.0409, respectivamente). E e F - A resposta vasoconstritora ao estímulo com serotonina não foi 
diferente entre animais controles não infectados e animais com MCE. MCE, malária cerebral 
experimental; BL, baseline; MCh, metacolina; SNP, nitroprussiato de sódio; 5-HT, serotonina. 
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Os diâmetros (internos e externos) das MCAs de animais controles não 

infectados ou animais com MCE não tiveram alteração após estímulo com L-NAME, 

um inibidor da NOS (Figura 31 A e B). Entretanto, o L-NAME foi capaz de inibir a 

resposta dilatadora dos vasos frente ao estímulo com metacolina, em ambos os 

grupos (Figura 31 C e D). Esses dados sugerem que, de fato, a vasodilatação 

promovida pela metacolina nos experimentos anteriores foi mediada pela produção 

de NO. 

Ao contrário do observado com a metacolina, o L-NAME não foi capaz de inibir 

a vasodilatação das MCAs promovida pelo nitroprussiato de sódio (Figura 31 E e F), 

nem a resposta vasoconstritora promovida pela serotonina (Figura 31 G e H). Esses 

dados mostram que o sistema funcionou muito bem, uma vez que, de fato, as 

respostas ao nitroprussiato de sódio e à serotonina são independentes de NOS. 
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Figura 31 - Vasorreatividade ex vivo em MCAs de camundongos com MCE frente a estímulos 
dependentes e independentes de endotélio na presença de L-NAME. 
Avaliação da resposta vascular da artéria cerebral média de animais controles não infectados e animais 
com MCE antes e após estímulo com metacolina, nitroprussiato de sódio e serotonina na presença do 
inibidor da NOS, L-NAME. A resposta vascular foi mensurada em 4 MCAs de animais controles não 
infectados e 7 MCAs oriundas de animais com MCE (uma MCA coletada por animal – diâmetros interno 
e externo). O teste t-Student foi utilizado para verificar as diferenças de resposta aos estímulos entre 
os grupos controle e MCE. A e B - L-NAME não alterou a resposta vascular quando administrado 
sozinho. C e D - L-NAME inibiu a vasodilatação promovida pela metacolina de maneira similar nas 
artérias de animais controles e animais com MCE. E e F - L-NAME não inibiu a resposta vasodilatadora 
induzida por nitroprussiato de sódio nas MCAs de ambos os grupos experimentais, controle e MCE. 
Assim como observado quando o SNP foi utilizado de maneira isolada na concentração de 10-4M 
(Figura 30), as MCAs (diâmetro interno) de animais MCE responderam de maneira mais intensa ao 
SNP + L-NAME do que as MCAs de animais controles não infectados (P=0.0147).  G e H - Artérias 
cerebrais estimuladas com L-NAME continuaram a apresentar resposta vasoconstritora ao estímulo 
com 5-HT. MCE, malária cerebral experimental; BL, baseline; MCh, metacolina; SNP, nitroprussiato de 
sódio; 5-HT, serotonina; L-NAME, Nw -Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride.  

4.7 Avaliação ex vivo da produção de NO em artérias cerebrais na MCE 

Além das respostas funcionais das MCAs (dilatação/constrição frente a 

estímulos), verificamos a produção de NO pelas artérias cerebrais (MCAs, ACAs e 

PCAs) oriundas de animais controles não infectados e animais com MCE, submetidas 

a diferentes estímulos. Inicialmente, verificamos a produção de NO das artérias 

incubadas em tampão KH, o mesmo usado nos experimentos de miografia relatados 

acima, e a mensuração do NO foi avaliada por ensaio DAF-2 (uma sonda molecular 

que se liga especificamente ao NO e, ao fazê-lo, emite fluorescência em 538 nm).  
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Artérias cerebrais de animais controles não infectados e de animais com MCE 

estimuladas com metacolina apresentaram aumento da produção de NO (Figura 32). 

Esse aumento de NO induzido pela metacolina foi bloqueado com a adição de L-

NAME, mostrando que, de fato, a produção de NO é mediada pela NOS. O L-NAME 

sozinho diminuiu a produção de NO. Esses resultados mostraram que a produção de 

NO estimulada pela metacolina em artérias de animais com MCE é comparável a 

produção de NO por artérias de animais controles, o que corrobora os achados do 

experimento ex vivo de reatividade vascular.  

 

Figura 32 - Produção de óxido nítrico por artérias cerebrais isoladas de animais com MCE 
incubadas em tampão KH e submetidas a diferentes estímulos. 
Avaliação da produção de NO por artérias cerebrais (MCAs, ACAs e PCAs) isoladas de animais 
controles não infectados e animais com MCE incubadas em tampão KH e estimuladas com metacolina 
na presença ou não de L-NAME. Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a análise estatística dos 
dados. O estímulo com metacolina promoveu aumento na produção de NO tanto por artérias cerebrais 
de animais controles (n=6) quanto por artérias de animais com MCE (n=6) (P=0.002). A adição de L-
NAME reverteu a produção de NO induzida por metacolina nos dois grupos. MCE, malária cerebral 
experimental; BL, baseline; MCh, metacolina; L-NAME, Nw -Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride. 

Esses dados sugerem que a disfunção vascular observada na MCE não é 

inerente ao vaso, e aventamos assim a hipótese de que existiria no plasma de animais 

com MCE algum fator levando a, ou contribuindo para, essa disfunção. Assim, esse 

experimento de mensuração da produção de NO foi repetido, dessa vez adicionando-

se plasma de animais controles ou de animais com MCE ao sistema. Como pode ser 

observado na figura 33, a produção basal de NO em artérias cerebrais de animais 

com MCE foi aparentemente menor que nas artérias de animais controles não 

infectados, mas com a variação observada não houve diferença significativa. Nessa 
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mesma condição, em vasos incubados com plasma de animais controles, a adição de 

metacolina estimulou a produção de NO tanto pelos vasos de animais controles 

quanto pelos vasos de animais com MCE, ou seja, similar ao que foi observado no 

sistema sem a presença de plasma. Mas, de maneira surpreendente, o plasma de 

animais com MCE por si só induziu a produção de NO pelas artérias de ambos os 

grupos experimentais, controle e MCE. Ou seja, ao contrário de nossa expectativa de 

que o plasma de animais com MCE contivesse algum fator inibidor da produção de 

NO, ou neutralizante do mesmo, nossos dados indicam que o plasma desses animais 

contém um fator, ou fatores, indutores da produção de NO.  

 

 

 

Figura 33 - Produção de óxido nítrico por artérias cerebrais isoladas de animais com MCE 
incubadas em plasma de animais controles ou de animais com MCE. 
Avaliação da produção de NO por artérias cerebrais (MCAs, ACAs e PCAs) isoladas de animais 
controles não infectados e de animais com MCE. Foi avaliada a produção de NO nos vasos incubados 
com: a) Plasma de animais controles não infectados; b) Plasma de animais controles não infectados + 
metacolina; c) Plasma de animais com MCE. Teste Two-way ANOVA foi utilizado para a análise 
estatística dos dados. A adição de metacolina ao plasma de animais controles não infectados não 
aumentou de forma significativa a produção de NO nos vasos de animais controles (n=6) ou nos vasos 
de animais MCE (n=2) (apesar de haver um aumento visual). Já o plasma de animais com MCE induziu 
um forte aumento na produção de NO tanto nos vasos de animais controles não infectados (P=0.0002) 
quanto de animais com MCE (P=0.041). MCE, malária cerebral experimental; MCh, metacolina. 
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5 DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que animais que 

desenvolveram MCE apresentaram diminuição significativa no fluxo sanguíneo 

cerebral quando comparados a animais controles não infectados. Esse achado 

corrobora estudo anterior do próprio grupo (Moreira AS, dissertação de mestrado) que, 

utilizando também a técnica de LSCI, mostrou que animais infectados por PbA, no 

momento em que manifestam a MCE (sexto dia após a infecção), apresentaram uma 

redução substancial (aproximadamente 27%) no fluxo sanguíneo cerebral quando 

comparados a animais não infectados. A isquemia parece também desempenhar 

importante papel na MC induzida por PbA em camundongos da linhagem CBA. Sanni 

et al. (2001), utilizando imageamento por ressonância magnética (MRI), 

demonstraram que a redução no fluxo sanguíneo cerebral levou a hipóxia em animais 

com MC e que essa hipóxia estava diretamente relacionada a níveis aumentados de 

alanina e lactato no cérebro dos animais no momento da manifestação da síndrome 

neurológica. Redução na perfusão cerebral foi também observada por Penet et al. 

(2005) com o uso de MRI e associada diretamente à causa da morte em animais com 

MCE. Os autores sugerem que o edema cerebral que ocorre nessa síndrome 

neurológica seria responsável pela compressão das artérias cerebrais e consequente 

queda no fluxo sanguíneo. Remer et al. (2019) avaliaram a microcirculação da retina 

(que é embriologicamente derivada do sistema nervoso central (SNC), possui 

estruturas análogas as do cérebro e, portanto, é capaz de espelhar as características 

histológicas da MC no cérebro) utilizando a técnica de imageamento por laser speckle 

acoplado a câmera de celular. Os autores também verificaram diminuição no fluxo 

sanguíneo de animais com MCE quando comparados a animais não infectados ou 

infectados por PbNK65, uma linhagem que induz malária não cerebral. Redução no 

fluxo sanguíneo também foi observada por microscopia intravital da microcirculação 

cerebral de animais que desenvolveram MCE. Os autores associaram essa redução 

do fluxo sanguíneo ao processo de vasoconstrição, adesão de leucócitos ao endotélio 

vascular cerebral e a redução da velocidade das células sanguíneas (CABRALES et 

al., 2010). Em humanos, perfusão prejudicada foi observada por angiografia da retina 

em crianças com MC, e os autores relacionaram o prejuízo na perfusão ao sequestro 

de eritrócitos parasitados (BEARE et al., 2009). Além disso, assim como no modelo 

animal (PENET et al. 2005), a diminuição no fluxo sanguíneo cerebral foi associada 

ao aumento da mortalidade em humanos (O’BRIEN et al., 2018). Todos esses 
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achados comprovam o papel fundamental da isquemia na patogênese e letalidade da 

malária cerebral. Portanto, intervenções terapêuticas que melhorem a perfusão 

podem ser benéficas nessa síndrome neurológica. 

A disfunção vascular exerce importante papel na MC, levando a vasoconstrição 

com consequente queda no fluxo sanguíneo cerebral, hipóxia e finalmente a morte 

nessa síndrome neurológica. Já se sabe que, tanto na MC humana quanto na 

experimental, essa disfunção é caracterizada pela baixa biodisponibilidade de NO, 

principal regulador fisiológico de tônus vascular (ANSTEY et al., 1996, GRAMAGLIA 

et al., 2006). Baixos níveis dessa molécula foram associados a diminuída função 

microvascular e endotelial em crianças com malária grave e moderadamente grave 

(YEO et al., 2014) e a produção de NO foi inversamente correlacionada a gravidade 

da doença (ANSTEY et al., 1996). Disfunção vascular cerebral relacionada a produção 

deficiente de NO também tem sido observada na MCE (ONG et al., 2013). Nosso 

grupo já demonstrou que a superfusão direta de L-arginina, precursor da síntese de 

NO pela NOS, nos vasos da pia-máter de animais com MCE induziu imediata dilatação 

nesses animais. Além disso, administração sistêmica de L-arginina, combinada ou não 

com artesunato, preveniu o agravo da constrição cerebrovascular (ONG et al., 2018). 

Recentemente, mostramos através da técnica de laser speckle que L-arginina 

administrada sozinha aumentou o fluxo sanguíneo cerebral em animais com MCE 1 

hora após o tratamento (Moreira AS, dissertação de mestrado). No presente estudo, 

nos perguntamos, então, se a L-arginina administrada com artesunato continuaria 

tendo um efeito benéfico sobre o fluxo sanguíneo cerebral e se este efeito seria 

duradouro (3 e 6 horas após o tratamento). Corroboramos e expandimos nossos 

achados prévios ao demonstrar que, quando usada em combinação com artesunato 

como terapia adjuvante para a MCE, L-arginina novamente induziu aumento no fluxo 

sanguíneo cerebral a curto prazo (1 hora) em animais doentes, inclusive, restaurando 

a perfusão cerebral a níveis não diferentes de animais controles não infectados. 

Entretanto, o aumento no fluxo retrocedeu 3 e 6 horas após o tratamento. Embora 

transiente, essa reversão inicial da isquemia cerebral pode ajudar o animal muito 

doente com MCE em estágio tardio a preservar a função cerebral melhor do que 

animais recebendo apenas artesunato. De fato, o aumento no fluxo sanguíneo 

cerebral inicial foi associado a aumentada sobrevida desses animais tratados com 

artesunato mais L-arginina. Os benefícios da intervenção com L-arginina têm sido 

demonstrados também em humanos. Estudos iniciais abordando o tratamento de 

adultos com malária grave e moderadamente grave através da infusão de L-arginina 
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mostraram uma melhora na biodisponibilidade de NO e na função endotelial nos 

pacientes (YEO et al., 2007, YEO et al., 2008b). Em um estudo mais recente 

envolvendo pacientes com malária grave, não foi observado um efeito significativo de 

L-arginina administrada em infusão lenta (1,5 g/hora em 8 horas), seja na eliminação 

("clearance") de lactato ou na produção de NO (YEO et al., 2013). Essa ausência de 

efeito foi atribuída à dose baixa de L-arginina. Mas uma outra questão é que a L-

arginina utilizada nos estudos em humanos é a formulação com hidrocloreto (HCl), 

que pode levar a quedas no íon bicarbonato e no pH sanguíneo, resultando em 

interferência negativa nos parâmetros avaliados. No nosso estudo, a L-arginina 

utilizada é pura e, portanto, não possui esse efeito negativo. 

Já se sabe que a disfunção vascular também leva a quebra da barreira 

hematoencefálica na MCE (THUMWOOD et al., 1988). O aumento da permeabilidade 

vascular no cérebro é considerado um dos principais fatores na patogenia da MC 

humana e experimental, pois permite não apenas o extravasamento de moléculas 

potencialmente tóxicas para o sistema nervoso central como também acaba 

resultando em acúmulo de líquido e edema no cérebro. Como o tratamento com L-

arginina aumentou o fluxo sanguíneo cerebral e a sobrevida dos animais doentes, nos 

perguntamos se a L-arginina teria outros benefícios sobre o endotélio, por exemplo, 

regenerando a coesão das células e assim diminuindo a permeabilidade vascular. Ao 

contrário do que esperávamos, o tratamento de animais com MCE com artesunato 

associado a L-arginina não foi capaz de reverter a quebra da barreira 

hematoencefálica nesses animais nos esquemas de tratamentos e doses testadas, 

mesmo 6 horas após a intervenção. Isso indica que, mesmo recuperando 

parcialmente a função, o sistema vascular no cérebro permanece ainda danificado, 

com a função endotelial prejudicada. O fato de que mesmo uma recuperação parcial 

da função leva a uma melhora da sobrevida indica que intervenções mais eficazes 

tendo como alvo a vasculatura cerebral podem ter impacto ainda maior na 

recuperação dos animais.  

A regulação do fluxo sanguíneo cerebral é altamente complexa e numerosos 

mecanismos atuam em conjunto afetando o tônus vascular (ATTWELL et al., 2010). 

A ação do NO na regulação do fluxo sanguíneo cerebral é complementada, modificada 

e/ou influenciada por mecanismos e mediadores diversos e, nesse sistema complexo, 

as vias relacionadas a metabólitos vasoativos do ácido araquidônico, produzidos e 

atuantes nos elementos componentes da unidade neurovascular (neurônios, 
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astrócitos, células do músculo liso vascular, células endoteliais, pericitos), tem papel 

altamente relevante.  

O ácido araquidônico (AA) é capaz de gerar metabólitos tanto vasodilatadores 

quanto vasoconstritores dependendo do estímulo recebido principalmente pelos 

astrócitos. Como a MC cursa com vasoconstrição que leva a isquemia, nossa hipótese 

foi a de que durante essa síndrome neurológica ocorre uma produção aumentada de 

metabólitos vasoconstritores da via do AA em detrimento da produção dos metabólitos 

vasodilatadores e, consequentemente, queda no fluxo sanguíneo cerebral nos 

animais afetados. Alguns trabalhos mostraram, por exemplo, que os leucotrienos, 

metabólitos vasoconstritores da via do AA, foram deletérios, enquanto as 

prostaglandinas, metabólitos vasodilatadores, tiveram um papel benéfico na MCE 

(XIAO et al., 1999, BALL et al., 2004). Nosso grupo demonstrou anteriormente que o 

tratamento de animais que desenvolveram MCE com ozagrel, um inibidor da produção 

do eicosanoide vasoconstritor TXA2, aumentou significativamente o fluxo sanguíneo 

cerebral nesses animais 1 hora após a intervenção. Esse achado nos mostrou que, 

de fato, poderia haver uma desregulação no eixo da via do AA responsável pela 

geração de TXA2 levando a uma produção exacerbada deste metabólito constritor no 

cérebro que parece agravar o quadro de isquemia na MCE, visto que inibir a produção 

de TXA2 reverteu o processo isquêmico gerado pela doença (Moreira AS, dissertação 

de mestrado). No presente estudo, nós vimos que animais com MCE apresentaram 

níveis variáveis de TXA2 no cérebro, em alguns casos níveis muito altos, mas no geral, 

não foram observadas diferenças significativas quando comparados aos níveis desse 

eicosanoide no cérebro de animais controles não infectados ou infectados por 

PbNK65. No entanto, a administração sistêmica de ozagrel, causou uma marcante 

diminuição nos níveis de TXA2 no cérebro de animais com MCE. Nossos dados 

sugerem que o bloqueio mesmo da geração basal de TXA2 no cérebro pode ser 

benéfico por reverter a vasoconstrição e restaurar o fluxo sanguíneo em animais com 

MCE. Além disso, ozagrel pode estar melhorando o fluxo sanguíneo por efeitos além 

da inibição da produção do vasoconstritor TXA2. Koumura et al. (2011) relatam que 

um dos efeitos do ozagrel é, secundariamente, aumentar os níveis de prostaciclina, 

potente eicosanoide vasodilatador. É importante destacar também que, ao inibir a 

atividade de tromboxano sintase, ozagrel pode ativar a fosforilação de eNOS, 

aumentando dessa forma a produção de NO, o que poderia levar ao aumento do fluxo 

sanguíneo cerebral nos animais tratados com essa droga (KOUMURA et al., 2011). 

Por outro lado, é possível ainda que o ozagrel possa apresentar efeitos fora do alvo e 
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induzir o aumento do fluxo sanguíneo cerebral por outros mecanismos que não a 

inibição da enzima tromboxano sintase.  

Assim como no caso da L-arginina, o efeito benéfico de ozagrel sobre a 

microcirculação cerebral foi associado a um aumento na sobrevida dos animais com 

MCE, sugerindo assim um papel potencial de ozagrel como terapia adjuvante ao 

artesunato nessa síndrome neurológica. E também como no caso da L-arginina, o 

tratamento dos animais com artesunato mais ozagrel não foi capaz de reverter a 

quebra da barreira hematoencefálica presente em animais com MCE. 

Uma vez que a inibição da enzima tromboxano sintase diminuiu os níveis 

cerebrais de TXA2 levando a aumento do fluxo sanguíneo cerebral (Moreira AS, 

dissertação de mestrado), resolvemos avaliar como a doença afetaria os níveis de 

outros metabólitos vasoativos relevantes da via do AA e se intervenções destinadas a 

inibir a produção de eicosanoides vasoconstritores, quando administradas 

sistemicamente, seriam capazes de diminuir a produção desses eicosanoides no 

tecido cerebral.  

Observamos que tanto animais que desenvolveram MCE quanto aqueles com 

MNC apresentaram níveis aumentados de 8-isoprostanos no cérebro quando 

comparados a animais controles não infectados. Já se sabe que 8-isoprostanos são 

gerados por oxidação não enzimática do AA (MORROW, 2006), portanto a infecção 

malárica por si induziu significante estresse oxidativo. De fato, na malária grave 

humana observa-se níveis plasmáticos elevados de F2-isoprostanos (PLEWES et al., 

2017). Além de serem biomarcadores de estresse oxidativo, 8-isoprostanos são 

potentes vasoconstritores (TAKAHASHI et al., 1992, HOFFMAN; MOORE; ELLIS, 

1997, JANSSEN et al., 2001) e essa vasoconstrição parece ser mediada, na realidade, 

pela aumentada liberação de TXA2 principalmente oriundo de astrócitos e células 

endoteliais. HOU et al. (2000) mostraram que a constrição de microvasos 

periventriculares induzida por 8-isoprostanos foi quase completamente suprimida pela 

inibição da síntese de TXA2 (através da inibição de tromboxano sintase por CGS 

12970), bem como pelo bloqueio dos receptores de tromboxano. Esses dados são 

consistentes com o achado desse estudo, uma vez que o tratamento de animais que 

desenvolveram MCE com ozagrel, inibidor da produção de TXA2 por tromboxano 

sintase, diminuiu os níveis de 8-isoprostanos no cérebro desses animais. O 

mecanismo pelo qual ozagrel causa diminuição nos níveis de 8-isoprostanos na MCE, 

no entanto, não é claro. De qualquer maneira, esses dados indicam que o aumento 

do fluxo sanguíneo cerebral induzido pelo tratamento com ozagrel na MCE poderia se 
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dar tanto pela inibição direta da produção de TXA2 quanto indiretamente por suprimir 

8-isoprostanos, ambos agentes vasoconstritores. O aumento de fluxo sanguíneo, por 

sua vez, melhoraria a oxigenação tecidual, limparia os resíduos metabólicos 

contribuindo para diminuição do estresse oxidativo e formação de 8-isoprostanos no 

cérebro.  

Uma vez que tanto animais com MCE quanto aqueles que desenvolveram MNC 

apresentaram aumento nos níveis de 8-isoprostanos, parece que esse mediador não 

pode por si só estar associado a patogênese da MCE. Contudo, os níveis cerebrais 

de derivados do ácido araquidônico gerados enzimaticamente indicam que na MCE 

ocorre, de fato, um desbalanço que leva a maior produção de eicosanoides 

vasoconstritores (20-HETE e 14,15-DHET), em detrimento da produção de 

eicosanoides vasodilatadores (PGE2 e 14,15-EET).  

Nosso trabalho mostrou que as concentrações de PGE2, importante 

eicosanoide vasodilatador, estavam aumentadas no tecido cerebral de animais com 

MNC e não estavam alteradas em animais com MCE e em animais controles não 

infectados. De fato, um estudo de Xiao et al. (1999) sugere que as prostaglandinas 

são protetoras na MCE, uma vez que o tratamento com aspirina, um inibidor da síntese 

de prostaglandina, agravou o quadro dos animais com MCE. Achado semelhante foi 

encontrado por Ball et al. (2004), que mostraram que o tratamento de animais com 

MCE com celecoxib, inibidor de COX2, agravou o quadro da doença, reforçando 

novamente o efeito benéfico da prostaglandina na MCE. Além disso, os níveis de 

PGE2 foram inversamente correlacionados com a gravidade da doença em crianças 

africanas (PERKINS; KREMSNER; WEINBERG, 2001). Dessa forma, o aumento nos 

níveis de PGE2 em animais com MNC, mas não em animais com MCE, sugere um 

efeito protetor, ajudando a prevenir a isquemia nos animais infectados com PbNK65.  

Uma vez que tanto tromboxano sintase quanto prostaglandina sintase utilizam 

o mesmo substrato, PGH2, para a produção de TXA2 e PGE2, respectivamente, nos 

perguntamos se o tratamento com ozagrel (inibidor de tromboxano sintase) poderia 

levar ao aumento dos níveis de PGE2 no cérebro de animais com MCE, já que PGH2 

estaria mais disponível para utilização pela prostaglandina sintase. No entanto, 

ozagrel não levou a um aumento da produção de PGE2 nos animais tratados.  

Alguns trabalhos têm mostrado a contribuição de 20-HETE para a isquemia 

cerebral (DUNN et al., 2008, FORDSMANN et al., 2013). No presente estudo, nós 

vimos que as concentrações de 20-HETE aumentaram na MCE quando comparadas 

às concentrações em animais controles e àqueles com MNC. 20-HETE é um potente 
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eicosanoide vasoconstritor e níveis aumentados desse metabólito no tecido cerebral 

podem agravar o processo isquêmico característico da MCE. O aumento na produção 

de 20-HETE pode se dar pela conversão aumentada do AA a 20-HETE no músculo 

liso vascular e/ou pelos baixos níveis de NO. Em condições fisiológicas, NO é um 

importante inibidor da produção de 20-HETE (ATTWELL et al., 2010). Como a MCE 

cursa com baixa biodisponibilidade de NO, os níveis desse mediador não seriam mais 

capazes de inibir a produção de 20-HETE que, por sua vez, promoveria 

vasoconstrição. O tratamento dos animais que desenvolveram MCE com HET0016, 

um inibidor seletivo das isoformas da enzima CYP4A, diminuiu a produção de 20-

HETE no cérebro desses animais. Esse dado é importante, pois confirma que a droga 

chegou ao sítio-alvo, o cérebro, e inibiu, de fato, a enzima CYP4A. O tratamento com 

HET0016 tem apresentado diversos benefícios em doenças cerebrais. A droga tem 

se mostrado eficaz em reduzir a área de infarto, a produção de espécies reativas de 

oxigênio pela vasculatura cerebral (DUNN et al., 2008, LIU et al., 2014) e o edema 

cerebral (LIU et al., 2014, SHAIK et al., 2015). Além disso, a inibição de 20-HETE por 

HET0016 foi capaz de prevenir a quebra da barreira hematoencefálica (LIU et al., 

2014) e melhorar o fluxo sanguíneo cerebral (SHAIK et al., 2015). Saber de que 

maneira a diminuição nas concentrações do eicosanoide vasoconstritor 20-HETE 

poderia ser benéfica na MCE (talvez melhorando o fluxo sanguíneo cerebral, 

revertendo a vasoconstrição ou a quebra da barreira hematoencefálica, etc.) ainda 

precisa ser investigada.  

As concentrações de 14,15-EET foram menores no cérebro de animais com 

MCE quando comparadas com as concentrações em animais não infectados. Os 

EETs são metabólitos vasodilatadores da via do AA que desempenham importante 

papel na regulação do fluxo sanguíneo cerebral em condições fisiológicas (IMIG, 

2016, DAVIS; LIU; ALKAYED, 2017). Os EETs são metabolizados pela epóxido 

hidrolase solúvel (sEH) em seu diol menos ativo, os ácidos dihidroxieicosatrienoicos 

(DHETs). A diminuição nos níveis cerebrais do vasodilatador 14,15-EET em animais 

com MCE dá suporte à nossa hipótese original de que ocorreria uma desregulação na 

homeostase do AA com predomínio da produção de eicosanoides constritores sobre 

os vasodilatadores, contribuindo para a vasoconstrição e isquemia na MCE. Alguns 

trabalhos têm destacado o papel protetor dos EETs em doenças isquêmicas. A 

administração exógena de 14,15-EET (LIU et al., 2015), bem como a inibição da sEH, 

foram benéficas nesses casos (DORRANCE et al., 2005, LIU et al., 2015). No nosso 

trabalho, as concentrações de 14,15-EET após tratamento de animais com MCE 
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utilizando AUDA (inibidor da enzima sEH) não foram diferentes das concentrações em 

animais que receberam o veículo. Esperávamos que a inibição da sEH impedisse a 

conversão de 14,15-EET no seu metabólito menos ativo, 14-15-DHET, aumentando 

suas concentrações cerebrais e, consequentemente, potencializando o efeito 

vasodilatador de 14,15-EET. É preciso enfatizar, no entanto, que apenas uma dose e 

um esquema de administração da droga foram utilizados e, portanto, é possível que 

combinações diferentes possam ter efeitos diferentes.   

Mostramos também que os níveis de 14,15-EETs foram menores em animais 

com MNC quando comparados ao grupo controle e ao grupo MCE, mas esse achado 

precisa ser confirmado. Isso porque, em todos os ensaios que realizamos, o tempo 

entre o processamento das amostras de cérebro e a quantificação dos eicosanoides 

pelos ELISAs não passou de duas semanas. No entanto, nesse ensaio, as amostras 

utilizadas para determinação dos níveis de 14,15-EET em animais com MNC estavam 

estocadas há mais de 4 meses em congelador quando foram utilizadas e isso pode 

ter influenciado no resultado encontrado para este grupo especificamente. Assim, 

novas amostras deverão ser utilizadas para quantificação de 14,15-EET em cérebro 

de animais com MNC. 

De forma interessante, observamos nesse trabalho que os níveis de 14,15-

DHET, diol menos ativo oriundo do metabolismo de 14,15-EET, estavam aumentados 

no cérebro de animais com MCE quando comparados a animais com MNC. Isso 

sugere que animais com MCE possuem uma atividade aumentada da enzima sEH, 

levando a concentrações cerebrais aumentadas de 14,15-DHET, fruto do rápido 

metabolismo de 14,15-EET. Essa rápida conversão de 14,15-EET em 14,15-DHET 

preveniria a ação vasodilatadora desse EET, o que poderia contribuir para o processo 

isquêmico observado na MCE. De fato, um estudo mostrou que pacientes com 

comprometimento cognitivo vascular apresentaram expressão aumentada de sEH e 

níveis aumentados de 14,15-DHET na microcirculação cerebral (NELSON et al., 

2014), e que a inibição de sEH utilizando AUDA-BE protegeu contra a injúria 

isquêmica cerebral, provavelmente por aumentar a biodisponibilidade de EET por 

prevenir seu metabolismo pela sEH (ZHANG et al., 2007).  

Animais com MCE foram tratados com AUDA para determinação das 

concentrações de 14,15-DHET no tecido cerebral. Esperávamos que a inibição da 

sEH diminuísse os níveis desse metabólito no cérebro de animais doentes. Como 

descrito nos resultados, não pudemos determinar os efeitos do tratamento nesse 

experimento, pois os valores de absorbância no ELISA ficaram fora dos limites da 
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curva padrão nesse ensaio em particular. De qualquer forma, como não observamos 

efeito nos níveis de 14,15-EET após tratamento com AUDA, é provável que não 

veríamos efeito nos níveis de 14,15-DHET já que a mesma dose da droga foi utilizada 

para o tratamento desses animais e essa poderia não ser uma dose efetiva. Assim, 

avaliar outras doses e outros esquemas de administração em experimentos futuros 

nos ajudaria a esclarecer este ponto.   

Conforme já dissemos e demonstramos aqui, a disfunção vascular que ocorre 

na MCE é caracterizada por vasoconstrição, redução no fluxo sanguíneo cerebral, 

ativação aumentada do endotélio vascular, quebra da barreira hematoencefálica e 

baixa biodisponibilidade de NO. Nossos dados indicam que a baixa biodisponibilidade 

de NO está relacionada a diminuição nos níveis do seu precursor, a L-arginina, já que 

o tratamento de animais com MCE utilizando esse aminoácido, substrato da NOS, 

aumentou o fluxo sanguíneo cerebral nesses animais, o que foi diretamente 

relacionado a melhora na sobrevida. Além disso, nosso grupo já demonstrou que os 

vasos da microcirculação cerebral de animais com MCE não responderam a estímulos 

vasodilatadores pela superfusão com acetilcolina (que induz vasodilatação 

dependente de NOS endotelial) ou N-metil-D-aspartato (NMDA, que induz 

vasodilatação dependente de NOS neuronal) (ONG et al., 2013). Assim, parece que 

na MCE a baixa biodisponibilidade de NO não está apenas relacionada a diminuição 

nos níveis da L-arginina, mas também a uma disfunção das enzimas eNOS e nNOS. 

Os diminuídos níveis de NO e a prejudicada vasorregulação que ocorrem na MC tem 

sido observados in vivo, ou seja, na presença de fatores sistêmicos circulantes (no 

plasma) e no ambiente em torno (neurônios, astrócitos, micróglia e outros tipos 

celulares). Isolar o vaso e estudar sua resposta fora desse ambiente poderia nos 

ajudar a entender se a disfunção vascular observada na MCE seria intrínseca do vaso 

ou dependente de outros fatores presentes no plasma ou no próprio ambiente 

cerebral. Estudos de miografia foram realizados para investigar a resposta vascular 

das artérias isoladas de animais com MCE, com a hipótese inicial que a resposta 

vasodilatadora estaria prejudicada nessa síndrome neurológica. 

Surpreendentemente, nós vimos que artérias cerebrais isoladas de animais com MCE 

responderam a estímulos vasodilatadores dependentes (metacolina) e independentes 

(nitroprussiato de sódio) do endotélio. A resposta vasodilatadora a nitroprussiato de 

sódio foi, inclusive, mais intensa em animais doentes quando comparada a resposta 

de animais controles. Isso pode ser explicado pelo fato de que animais com MCE já 

apresentam uma constrição prévia vascular, assim, quando o estímulo com 
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nitroprussiato é fornecido, o vaso desses animais parte de um diâmetro basal inferior 

ao de um vaso de animal controle não infectado e a resposta vasodilatadora poderia 

ser maior, de fato. Além disso, as artérias foram responsivas ao estímulo 

vasoconstritor com serotonina. A administração de L-NAME (inibidor da NOS) inibiu o 

efeito vasodilatador de metacolina, mas não o efeito de nitroprussiato de sódio, 

sugerindo que a vasodilatação observada no caso da metacolina foi mediada pela 

produção de NO pela NOS. A vasoconstrição não foi inibida por L-NAME após 

estímulo com serotonina, como esperado, visto que a resposta à serotonina é 

independente de NOS. Importante, o efeito desses estímulos sobre os vasos de 

animais com MCE foi semelhante ao apresentado por vasos de animais controles não 

infectados. Esses achados mostraram que os vasos de animais com MCE estão tão 

responsivos aos estímulos quanto os vasos de animais controles não infectados e isso 

refuta a nossa hipótese inicial. A mensuração da produção de NO pelo ensaio DAF-2 

confirmou que os vasos de animais com MCE foram capazes de liberar NO em 

resposta ao estímulo farmacológico com metacolina e essa liberação foi inibida após 

adição de L-NAME ao sistema, mostrando que a produção de NO foi mediada pela 

NOS, corroborando os achados do experimento ex vivo de reatividade vascular. Esses 

resultados sugeriram que a disfunção vascular que ocorre na MCE não é inerente do 

vaso, e indicando que seria resultante de fatores do ambiente (luminal e/ou abluminal). 

Dessa forma, uma das hipóteses que surgiram foi que existiria algum fator no plasma 

de animais com MCE levando a essa disfunção vascular. Artérias de animais com 

MCE e de animais controles quando incubadas em plasma de animais controles e 

estimuladas com metacolina continuaram a produzir NO, assim como foi observado 

quando as artérias foram incubadas em tampão. Mas, surpreendentemente, o plasma 

de animais com MCE por si só induziu a produção de NO pelas artérias cerebrais de 

animais com MCE e de animais controles. Ou seja, ao contrário de nossa expectativa 

de que o plasma de animais com MCE contivesse algum fator inibidor da produção de 

NO, ou neutralizante do mesmo, nossos dados indicam que o plasma desses animais 

contém um fator, ou fatores, indutores da produção de NO. Diante disso, a pergunta 

que surge é: que fator é esse presente no plasma de animais com MCE que está 

estimulando a produção de NO pelas artérias cerebrais? Estudos recentes in vitro 

demonstraram, por exemplo, que meio condicionado de Plasmodium falciparum 

continha cininas que atuam sobre os receptores B1 e B2 de bradicinina e levaram à 

perda de junção endotelial e aumento de permeabilidade em monocamadas de células 

endoteliais de cérebro humanas (SILVA et al., 2019). A bradicinina estimula a 
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produção de NO pelas células endoteliais (ANCION et al., 2019) e pode ser assim um 

candidato a ser pesquisado como fator indutor na produção de NO no plasma de 

animais com MCE. De fato, esses achados abrem uma nova perspectiva na busca 

desses fatores e sobre os mecanismos de disfunção vascular na malária cerebral. 

Além disso, esses resultados sugerem que o fator levando a constrição dos vasos 

piais na MCE, e que bloqueiam a resposta dos mesmos a estímulos dilatadores 

dependentes de NOS (CABRALES et al., 2010, ONG et al., 2013) talvez seja um fator 

tecidual e não plasmático, e isso aponta mais uma vez para a importância do papel 

dos metabólitos vasoativos da via do ácido araquidônico nesse cenário. Finalmente, 

é preciso salientar que os achados de resposta vascular à acetilcolina in vivo (ONG et 

al., 2013) e à metacolina ex vivo (presente estudo) podem não ser diretamente 

correspondentes. Isso porque os achados in vivo se referem à microcirculação 

cerebral, tendo as observações sido feitas em arteríolas piais com 20-70µm de 

diâmetro (externo). No presente estudo de miografia ex vivo, foi utilizada a MCA, uma 

artéria com diâmetro externo >120µm. Assim, é possível que esses dois tipos de vasos 

sejam afetados e respondam de maneira diferente a estímulos vasoativos na MCE. 

Experimentos futuros poderão responder a todas essas perguntas. 
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6 PERSPECTIVAS 

Pretendemos publicar um artigo com os resultados obtidos nos experimentos 

ex vivo realizados no Laboratory of Malaria and Vector Research (LMVR-NIAID/NIH) 

durante o estágio de doutorado sanduíche; 

Realizar experimentos utilizando outras doses e outras vias de administração 

de L-arginina para verificar se, dessa forma, quando combinada com artesunato, L-

arginina seria capaz de induzir aumento no fluxo sanguíneo cerebral nos animais com 

MCE a longo prazo; 

Utilizar outros esquemas de tratamentos e outras doses de ozagrel e L-arginina 

para verificar se, nessas novas condições, essas drogas seriam capazes de reverter 

a quebra da barreira hematoencefálica presente em animais com MCE;  

Experimento interessante que poderia ser realizado futuramente seria a 

inibição da atividade da tromboxano sintase com ozagrel e determinação das 

concentrações do metabólito vasodilatador, prostaciclina, no tecido cerebral de 

animais com MCE antes e após intervenção. Isso porque talvez o aumento do fluxo 

sanguíneo cerebral que observamos em animais tratados com ozagrel seja causado 

por um aumento de prostaciclina (que pode, inclusive, estar diminuída na MCE) e não 

necessariamente pela diminuição basal das concentrações de TXA2. Investigar, 

concomitantemente, o efeito da inibição farmacológica de prostaciclina e de TXA2 

(utilizando ozagrel) no fluxo sanguíneo cerebral também seria uma abordagem 

interessante; 

O tratamento com ozagrel combinado com artesunato aumentou a sobrevida 

de animais com MCE, no entanto, como dissemos, esse resultado é oriundo de um 

único experimento. Novos experimentos de sobrevida com ozagrel devem ser 

conduzidos para confirmar esse achado. Além disso, é preciso demonstrar o efeito da 

intervenção com ozagrel em associação com a droga antimalárica sobre o fluxo 

sanguíneo cerebral a curto e longo prazo em animais com MCE e também o efeito de 

diferentes doses e vias de administração do fármaco;  

Nossos resultados indicam que 20-HETE pode ter um papel importante na 

patogênese da MCE e a droga HET0016 pode ter potencial terapêutico na síndrome 

neurológica. No entanto, para confirmar isso, é preciso realizar experimentos 

adicionais. Investigar, por exemplo, os efeitos do tratamento com HET0016 sobre o 

fluxo sanguíneo cerebral, quebra da barreira hematoencefálica e sobrevida em 

animais com MCE auxiliaria na compreensão do papel de 20-HETE na patogenia 
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dessa síndrome neurológica. Visto que NO inibe a síntese de 20-HETE no músculo 

liso vascular cerebral, um experimento relevante seria investigar se o tratamento com 

L-arginina diminuiria os níveis de 20-HETE no cérebro de animais com MCE;  

Diminuição nas concentrações cerebrais de 14,15-EET e aumento nas 

concentrações do seu diol menos ativo, 14,15-DHET, podem desempenhar papel 

importante na MCE e a inibição da degradação de 14,15-EET (metabólito 

vasodilatador) pela utilização de AUDA pode ser benéfica. Nos nossos experimentos 

não vimos um efeito de AUDA sobre os níveis de EETs e DHETs no tecido cerebral 

de animais com MCE, mas acreditamos que a dose utilizada da droga não tenha sido 

efetiva. Assim, novos experimentos utilizando outras doses e outros esquemas de 

administração da droga poderiam nos ajudar a esclarecer esse ponto futuramente; 

Com relação aos experimentos ex vivo, é necessário repetir o ensaio DAF-2 

para confirmar os resultados encontrados nos experimentos, principalmente os 

experimentos que avaliaram a produção de NO por vasos cerebrais de animais com 

MCE e de animais controles não infectados incubados em plasma;  

Além disso, determinar qual é o fator (ou fatores) presente no plasma de 

animais com MCE que está estimulando a produção de NO tanto por artérias cerebrais 

de animais controles não infectados quanto por artérias de animais com MCE é de 

suma importância.  
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7 CONCLUSÕES 

• Animais que desenvolveram malária cerebral experimental apresentaram 

diminuição significativa no fluxo sanguíneo cerebral no sexto dia após a infecção 

quando comparados a animais controles não infectados; 

• Em combinação com artesunato, L-arginina induziu aumento no fluxo 

sanguíneo cerebral a curto prazo (1 hora) em animais com MCE. No entanto, o 

aumento no fluxo retrocedeu 3 e 6 horas após o tratamento;  

•  Animais tratados com L-arginina combinada com artesunato apresentaram 

sobrevida significativamente maior do que animais que receberam artesunato mais 

veículo; 

• O tratamento dos animais com MCE com L-arginina combinada com 

artesunato não foi capaz de reverter a quebra da barreira hematoencefálica nesses 

animais; 

• Animais que desenvolveram MCE não apresentaram aumento nas 

concentrações cerebrais de TXA2 quando comparadas as concentrações em animais 

controles. No entanto, animais com MCE apresentaram marcante diminuição nos 

níveis cerebrais de TXA2 após tratamento com ozagrel;  

•  O tratamento com ozagrel aumentou a sobrevida de animais com MCE;  

• O tratamento dos animais com ozagrel combinado com artesunato não 

reverteu a quebra da barreira hematoencefálica presente em animais com MCE;  

• Animais com MCE e aqueles que desenvolveram MNC apresentaram 

aumento nas concentrações cerebrais de 8-isoprostanos quando comparados aos 

controles não infectados. O tratamento com ozagrel diminuiu os níveis de 8-

isoprostanos no cérebro de animais com MCE; 

•  As concentrações de PGE2 estavam aumentadas no cérebro de animais com 

MNC quando comparadas às concentrações em animais controles não infectados e 

animais com MCE. O tratamento com ozagrel não aumentou a produção de PGE2 em 

animais com MCE;  

• As concentrações cerebrais de 20-HETE aumentaram na MCE quando 

comparadas às concentrações em animais controles e àqueles com MNC. O 

tratamento com HET0016 diminuiu a produção de 20-HETE no cérebro de animais 

que desenvolveram a MCE; 
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•  As concentrações de 14,15-EET foram menores no cérebro de animais com 

MCE quando comparadas com as concentrações em animais controles não 

infectados. As concentrações cerebrais de 14,15-EET após tratamento de animais 

com MCE utilizando AUDA não foram diferentes das concentrações em animais que 

receberam somente o veículo; 

• Animais com MCE apresentaram aumento significativo nas concentrações 

cerebrais de 14,15-DHET quando comparados a animais com MNC;  

• Artérias cerebrais isoladas tanto de animais controles não infectados quanto 

de animais com MCE apresentaram respostas semelhantes a estímulos 

vasodilatadores dependentes (metacolina) e independentes (nitroprussiato de sódio) 

de endotélio e ao estímulo vasoconstritor com serotonina. A administração de L-NAME 

inibiu o efeito vasodilatador da metacolina, mas não o efeito do nitroprussiato de sódio 

ou o efeito constritor da serotonina tanto em vasos de animais com MCE quanto em 

vasos de animais controles não infectados;  

• As artérias cerebrais tanto de animais controles não infectados quanto de 

animais com MCE foram capazes de liberar NO em resposta ao estímulo 

farmacológico com metacolina e essa liberação foi inibida após a administração de L-

NAME;  

• O plasma de animais com MCE por si só induziu a produção de NO tanto 

pelas artérias cerebrais de animais controles quanto de animais com MCE. 
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