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RESUMO

Os citocromos P450 (CYP) sdo enzimas envolvidas no metabolismo de
xenobioticos e de substancias endogenas. Quando expostas a uma grande diversidade de
agentes quimicos ou bioldgicos, os CYPs podem ser modulados positiva ou negativamente.
Os mecanismos pelos quais a regulacdo de CYP ¢ alterada na maldria ainda ndo foram
completamente esclarecidos. Desse modo, este trabalho tem por objetivo elucidar os
mecanismos que participam da regulag@o das atividades das CYP hepaticas 1a, 2b e 2a5 no
modelo de maldria murina letal provocada pelo Plasmodium berghei ANKA em
camundongos da linhagem DBA-2. Também estudamos a participacdo das citocinas e do
oxido nitrico como mediadores inflamatérios na modula¢do das atividades enzimaticas..
Nesse sentido, a producdo desses mediadores foi inibida pela PTX em duas doses 1,7 e 7
mg/kg por cinco ou nove dias de tratamento. Um modelo murino de sepse causado pelo
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli foi usado como estimulo do sistema imune
para elevar os niveis séricos de oxido nitrico (NO). As atividades hepaticas de Cypla,
Cyp2b e Cyp2a5 foram quantificadas em ensaios espectrofluorimétricos. O TNF no soro
dos animais foi quantificado por citometria de fluxo e o NO foi quantificado pelo método
de Griess. Os resultados mostraram que no dia 13 de infec¢do (DI13) nao foi vista
depressao de Cypla e Cyp2b e inducao de Cyp2a5 na malaria. Porém, a dose de 1,7 mg/kg
restituiu aos valores constitutivos as atividades de Cyp2b. O TNF foi aumentado na malaria
murina, o tratamento com a PTX ndo foi capaz de diminuir o TNF no soro de animais
malaricos. Posteriormente, as atividades hepaticas de Cypla e 2b foram deprimidas no dia
17 de infec¢ao (DI17) na malaria murina e Cyp2a$5 foi induzida nos animais malaricos que
receberam o tratamento com a PTX. Na sepse, apenas foi observada a depressao de Cyp2b.
A administracdo do LPS aumentou os niveis séricos de NO, o tratamento com a PTX na

dose de 7 mg/kg ndo diminuiu o processo inflamatorio na sepse.



ABSTRACT

Cytochrome P450 enzymes (CYP) are involved in the metabolism of xenobiotics
and endogenous substances. When exposed to a wide variety of chemical and biological
agents, CYPs can be positively or negatively modulated. The mechanisms by which the
regulation of CYP is modulted in malaria have not been fully clarified. Thus, this work
aims to elucidate the mechanisms involved in the regulation of hepatic activities of Cypla,
2b and 2a5 in lethal murine malaria by Plasmodium berghei ANKA in DBA-2 mice. We
also study the involvement of inflammatory mediators such as cytokines and nitric oxide in
modulation of enzymatic activities. Accordingly, these mediators was inhibited by PTX in
two doses 1.7 and 7 mg/kg for five or nine days treatment. A murine model of sepsis
caused by lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli was used as stimulating the
immune system to raise serum levels of nitric oxide (NO). Hepatic activities of Cypla,
Cyp2b and Cyp2a5 were quantified in espectrofluorimétricos trials. TNF in serum of the
animals was measured by flow cytometry and NO was measured by Griess method. The
results showed that on day 13 of infection (DI13) Cypla and Cyp2b were not depressed and
no induction of Cyp2a5 was seen in malaria. However, a dose of 1.7 mg / kg restored the
activities of the constituent values of Cyp2b. TNF has been increased in the murine malaria,
but the treatment with PTX was not able to reduce TNF in sick animals. Subsequently, the
hepatic activities of Cypla and 2b were depressed in day 17 of infection (DI17) and
Cyp2a5 was induced in infected animals that received treatment with PTX. In sepsis, only
depression of Cyp2b was observed. The LPS administration increased the serum levels of

NO, treatment with PTX at the dose of 7 mg/kg did not decrease inflammation in sepsis.
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1-INTRODUCAO
1.1 - Malaria
1.1.1 - Historico

Diversas sdo as tentativas de se determinar a origem da maldria no mundo, mas
os estudos sdo fragmentados e escassos, ndo sendo suficientes para se precisar a real
origem da doenca. Contudo, supde-se que a malaria tenha se originado na Africa
tropical, onde o parasito adaptou-se bem aos hospedeiros (BRASIL, 2006). A adaptagao
dos parasitos aos vetores foi um dos fatores primordiais para o seu sucesso. A
agricultura nas primeiras comunidades africanas ocasionou muitas mudangas no meio
ambiente. Os seres vivos que passaram por essas mudangas adaptaram-se e evoluiram, e

entre estes, destaca-se o vetor da malaria humana (CARTER: MENDIS, 2002).

Apesar de incerta, ha referéncias da associacdo da malaria com febres sazonais
intermitentes em citacdes religiosas. Da mesma forma, médicos assirios, chineses e
indianos, em tempos remotos, ja associavam a doencga a punicao dos deuses e a presenga
de maus espiritos (DUTRA, 2001). Hipdcrates, médico grego, elaborou os registros
mais antigos em 400 a.C., descrevendo, com detalhes, as febres intermitentes da malaria
(AVERY et al., 2002). Foi o proprio Hipdcrates quem, ao perceber que as febres eram
limitadas as areas pantanosas, primeiro rejeitou a supersticdo e associou a doenga ao

meio ambiente (GARDINER et al., 2004).

Posteriormente, no século II d.C., médicos gregos e romanos referiram-se a
malaria como doenga epidémica, comprovada pela seguinte citacdo: “uma doenca
horrivel que vem todo verdo e mata”, sendo reconhecida como “Febre Romana”

(AVERY et al., 2002).

Ao longo de 1500 anos, pouco se contribuiu para o conhecimento da doenca e
seu tratamento. Somente no século XVII, padres jesuitas observaram o uso da casca de
uma arvore nativa por populagdes indigenas para o tratamento de alguns tipos de febre
da América do Sul. Diz-se que a condessa de Chinchon se recuperou da malaria usando
a quinina em sua estadia no Peru (Lima) no século XVII. Seu uso foi, assim,
introduzido na Europa, onde ficou conhecida como “pd da condessa” e, mais tarde,
comercializada pelos jesuitas, como “p6 dos jesuitas”. A arvore, de onde ocorre a sua

extracao, passou a se chamar Cinchona (DUTRA, 2001). A quinina era o seu principio



ativo e foi isolado em 1820. Atualmente, a quinina ainda ¢ uma droga antimalarica
eficaz, ainda que tenham sido registrados casos de resisténcia (GARDINER et al.,

2004).

No século XVIII, o nome italiano “mal aire” foi relacionado a malaria, j& que na
época acreditava-se que era causada pelas emanagdes e miasmas vindos dos pantanos.
Foi somente ao final do século XIX que o conhecimento sobre a malédria comegou a
desenvolver-se, pois muitos bacteriologistas e patologistas passaram a pesquisar €

descobrir as diferentes causas das doencas infecciosas (DUTRA, 2001).

Em 1880, na Argélia, o médico francés Charles Louis Alphonse Laveran (1845-
1922) observou, pela primeira vez, gametdcitos no sangue de um soldado francés. Em
1883, a descoberta de Laveran foi sustentada por Ettore Machiafava e Angelo Celli,
ambos italianos. O médico escocés Ronald Ross (1857-1932), em 1897, relatou como a
maléria era transmitida em aves a partir da picada do mosquito Anopheles, € em 1898,
Batista Grassi (1854-1925), médico italiano, confirmou o mecanismo de transmissao no
homem, recebendo o prémio Nobel em 1902. Posteriormente, em 1907, Laveran viria a
receber o prémio Nobel pela descoberta do papel dos protozoarios na doenca.
Finalmente, em 1948, um grupo de estudiosos liderado por Shortt e Garnham esclareceu

o ciclo do parasito (PARAENSE, 2002; SERRA, 2003; GARDINER et al., 2004).

Relatos da ocorréncia da malaria no Brasil datam do século XVI. No entanto, os
registros quantitativos sobre sua prevaléncia datam do fim do século XIX e inicio do
século XX. A doenga acometia quase toda a area brasileira, sobretudo nas regides
litoraneas, com exce¢do de alguns lugares da regido Sul. Embora o controle da doenca
no pais venha sendo feito hd muito tempo, estimativas revelam que seis milhdes de
casos anuais aconteciam no inicio do século XX (SILVEIRA: REZENDE, 2001;
CAMARGO, 2003).

Dessa forma, esta sindrome seguiu seu curso de forma regular e equilibrada, sem
o registro de surtos epidémicos, mesmo estando presente nas capitais brasileiras, como
no Rio de Janeiro e na capital da Republica. A doenga também se fazia presente no
estado de Sao Paulo: na capital, em Santos, Campinas, ¢ nos vales dos rios Tieté e

Piracicaba (CAMARGO, 2003).



O controle da maléria no Brasil vem sendo realizado antes mesmo da descoberta
da veiculacdo da doenga por mosquitos do género Anopheles. Em 1898, Adolfo Luz
atribuiu o surto que aconteceu entre os trabalhadores que estavam construindo a estrada
de ferro Sdo Paulo-Santos aos mosquistos da espécie Anopheles cruzi. Em seguida,
determinou o afastamento dos acampamentos das florestas, ja que os mosquitos tinham

como criadouros bromélias arboricolas (SILVEIRA: REZENDE, 2001).

Duas grandes epidemias da doenga relacionadas a extracao do latex ocorreram
no final do século XIX e inicio do século XX. Na primeira, nordestinos vitimas da seca
em suas regides e movidos pela busca da riqueza imediata migraram para a Amazonia,
protagonizando a primeira grande epidemia. A segunda ocorreu durante a construgdo da
estrada Madeira-Marmoré, quando milhares de trabalhadores brasileiros e vindos do

Caribe sucumbiram a doenga (CAMARGO, 2003; KATSURAGAWA et al., 2009).

Durante a Segunda Guerra, em pleno século XX, renascem os seringais com a
procura de novos migrantes nordestinos pela riqueza seringueira na Amazdnia. O
“Exército da Borracha” sucumbiu a maldria, ultrapassando em muito o nimero de
vitimas abatidas em guerra, constituindo nova epidemia. A segunda grande epidemia do
século XX apareceu inesperadamente, sendo descrita como “até entdo, unica no mundo,
que teve o adicional papel de influenciar todo o programa da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para o controle da maléria”. Esta epidemia ocorreu no Rio Grande do
Norte (Natal) no final da década de 30 com a introducao do Anopheles gambiae, até
entio ausente da regido, transmissor da malaria na Africa, provavelmente pelos
destroyers franceses que faziam a rota postal Franga-Natal, via Dakar. Mais tarde,
espalhou-se por outras cidades do nordeste, levando a uma verdadeira calamidade
publica, manifestando-se totalmente no Brasil nos anos 1940 (BRASIL, 1995;
SILVEIRA & REZENDE, 2001; CAMARGO, 2003).

Nos anos 60 e 70, foram relatados menos de 100 mil casos de malaria ao ano. A
partir desse periodo, ocorreu uma tendéncia a elevacdo da doenga com ocupacio
desordenada da Amazonia Legal (SILVA, 2003; BRASIL, 2005). No ano de 1983, 300
mil casos foram observados. Posteriormente (de 1984 a 1986), a malaria manteve-se
numa faixa de 400 mil casos/ano. Ja em 1987, uma situa¢do epidémica grave foi
relatada com o aumento significativo do numero de casos (450 a 500 mil casos/ano)

(BRASIL, 1995).



A partir de 1990, um discreto declinio da doenga comegou a ser observado.
Porém, sua incidéncia aumentou de forma alarmante entre os anos de 1998 ¢ 1999,
atingindo seu apice em 1999 (BRASIL, 2005b), quando houve um aumento de mais de
637 mil casos. Alguns fatos relevantes foram responsaveis por esse quadro
epidemioldgico grave, tais como: questdes sociais e econdmicas, que levaram ao
deslocamento de grande parte da populagdo para o interior de florestas, bem como para
areas periurbanas, além de variagdo dos indices pluviométricos (BRASIL, 2004;

SCHUTZ, 2011).

Na Declara¢do do Milénio proposta pelas Nacdes Unidas entre os Objetivos de
Desenvolvimento do Milénio (ODM) no ano de 2000, metas para o combate ao
HIV/AIDS, a malaria e a outras doencas foram propostas ¢ devem ser cumpridas até o
ano de 2015. Entre as metas, destaca-se a importancia de deter a incidéncia da malaria e

de outras doencgas importantes que se encontram em declinio (BRASIL, 2011).

1.1.2 - Ciclo da Malaria

O agente etioldgico da malaria ¢ um protozodrio pertencente ao filo
Apicomplexa, a familia Plasmodiidae e ao género Plasmodium. O género Plasmodium é
o unico da familia Plasmodiidae da subordem Haemosporina e compreende mais de 125
espécies que infectam répteis, passaros e mamiferos. Todos os membros dessa
subordem sao parasitos intracelulares obrigatérios durante toda a vida e tem dois
hospedeiros: um intermediario onde a reproducao ¢ assexuada, que ¢ um vertebrado, e
outro definitivo, que ¢ um invertebrado diptero hematofago, onde a reproducdo ¢

sexuada (por fertilizagdo) (MUTIS et al., 2005).

Segundo Garnham (1966), o género Plasmodium ¢ subdivido em 10 subgéneros.
Os subgéneros P. (Plasmodium) e P. (Laverania) incluem os parasitos da malaria
humana e de outros primatas, ao passo que todas as outras espécies que infectam outros
mamiferos como o Plasmodium berghei, Plasmodium yoelli, Plasmodium vinckei e
Plasmodium chabaudi pertencem ao subgénero heterogéneo P. (Vinckeia) (MUTIS et
al., 2005).

Cinco espécies de parasitos podem infectar os seres humanos: P. falciparum, P.

vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. Os mais importantes sdo o P. falciparum e o



P. vivax. A malaria causada pelo P. falciparum ¢ a forma mais mortal, e predomina na
Africa. O P. vivax estd mais bem distribuido que o P. falciparum, pois é capaz de
desenvolver-se no vetor a temperaturas muito baixas, sobreviver em altas altitudes e em

climas frios (WHO, 2013).

No sudeste asiatico, o P. knowlesi, um parasito que normalmente infecta
macacos de florestas, infectou seres humanos. Tal infecgdo ¢ detectada
microscopicamente, assim como a causada pelo P. malariae. A transmissdo direta
humana de P. knowlesi pelo vetor ainda nao foi bem estabelecida. Atualmente, a malaria

knowlesi deve ser considerada uma zoonose (RAMASAMY, 2014).

Na maléaria humana, os hospedeiros invertebrados sdo mosquitos do género
Anopheles (Fig. 1). O ciclo assexuado do parasito (esquizogdnico) ¢ iniciado logo apos
a picada da fémea anofelina, com a inoculacdo de esporozoitos infectantes. No
momento em que ela se alimenta, esporozoitos saem de suas glandulas salivares,
atingem a corrente sanguinea e invadem as cé¢lulas do figado (hepatdcitos), dando inicio
ao ciclo pré-eritrocitico ou esquizogonia tecidual, que dura seis dias para a espécie P.
falciparum, oito dias para a P. vivax e 12 a 15 dias para a P. malariae (BRASIL, 2005a;
FRANCA et al., 2008).

Fig. 1 — Fémea do mosquito Anopheles. Fonte: http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/mosquitoes/

Vale ressaltar que ¢ durante esta fase que o P. vivax e o P. ovale desenvolvem
lentamente alguns dos seus esporozoitos, originando os hipnozoitos, formas latentes do
plasmodio responsaveis pelas recaidas da doenca meses ou anos apds. Os parasitos se
diferenciam e sofrem multiplicacdo assexuada, originando os merozoitos, que eclodem

na ruptura de cada hepatocito. Cada hepatdcito rompido libera por volta de 2.000



merozoitos na infeccdo pelo P. malariae, 10.000 pelo P. vivax e 40.000 pelo P.

falciparum (BRASIL, 2005a; FRANCA et al., 2008).

Na corrente sanguinea, os merozoitos invadem as hemadcias, dando inicio ao
segundo ciclo de reproducdo assexuada dos plasmodios: o ciclo sangiliineo ou
eritrocitico. O P. malariae tem preferéncia pelas hemacias maduras, o P. vivax invade
preferencialmente os reticuldcitos (hemécias jovens) e o P. falciparum, hemacias em
qualquer fase evolutiva (BRASIL, 2005a). A duragdo do estagio eritrocitico depende da
espécie do parasitO, sendo de 48 horas para P. falciparum, P. vivax e P. ovale ¢ de 72

horas para P. malariae (FRANCA et al., 2008) (Fig. 2).

Fig. 2 - Eritrocito infectado pelo Plasmodium falciparum. Fonte: Stockbower, on line.

Durante o periodo de 48 a 72 horas (dependendo do plasmodio), ocorre o
desenvolvimento do parasito no interior da hemécia até a sua ruptura, liberando novos
merozoitos que irdo invadir hemacias livres. A ruptura e liberagdo de parasitos na
corrente sanguinea traduz-se clinicamente como o apice da doenga. No ciclo sanguineo,
o plasmoédio passa por varias transformagdes morfologicas — sem divisdo celular — até
chegar ao esquizonte, que se divide e origina novos merozoitos, que serdo liberados na
corrente sangiiinea apds a ruptura do eritrocito. Ao exame microscopico da distensio
sanguinea do hospedeiro infectado, portanto, ¢ possivel observar diversas formas do
parasito: trofozoitos jovens (anéis), trofozoitos maduros, formas irregulares, esquizontes
jovens e esquizontes maduros. Passada a replicagdo assexuada, alguns merozoitos
podem desenvolver-se em gametocitos machos e fémeas, que amadurecem sem divisao
celular, sendo essas as formas infectantes dos mosquitos. Esses gametdcitos possuem

fungdes reprodutivas, garantindo a perpetuagao da espécie. Nas distensdes sanguineas,



podem ser diferenciados em microgametocitos (masculinos) € macrogametocitos

(femininos) (BRASIL, 2005a).

Abaixo, encontra-se resumido o ciclo da maldria no homem (Fig. 3).
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Fig. 3 - Ciclo da malaria no homem. Fonte: http://www.medicinageriatrica.com.br/2013/04/01/malaria-

causa-de-ictericia/

A transmissdo natural da maléria esta associada a existencia de portadores de
gametocitos (reservatorios humanos) e de vetores. Centenas de espécies de anofelinos
possuem o potencial de transmitir a maldria. No Brasil, hd cinco espécies importantes:
Anopheles (N) darlingi, A. (N) aquasalis, A. (N) albitarsis, A. (K) cruzi e A. (K)
bellator. Esses insetos reproduzem-se, preferencialmente, em aguas limpas e
sombreadas de remansos de rios, corregos, igarapés, lagoas, represas, acudes, valetas

para irrigagao, alagados e pantanos.



A transmissdo da doenga pode ocorrer por transfusdo de sangue infectado com
plasmodio, pelo compartilhamento de seringas por usudrios de drogas ilicitas ou por
acidente com agulhas e/ou lancetas contaminadas. Existe também a possibilidade de

transmissao neonatal (BRASIL, 2005a).

Em roedores, o ciclo de vida de todos os parasitos ¢ semelhante. A infecgdo
também ¢ iniciada com a injecdo de esporozoitos provenientes das glandulas salivares
de um mosquito infectado e a esquizogonia exoeritrocitica ocorre nos hepatdcitos. Ha
uma Unica fase tipica da esquizogonia exoeritrocitica que leva 40-60 horas para se

completar (AIKAWA: SEED, 1980; HOMEWOOD: NEAME, 1980).

Em algumas espécies pode ocorrer uma fase secundaria da esquizogonia no
figado. Os merozoitas hepaticos invadem as hemacias onde se tornam anéis, trofozoitas
e esquizontes, produzindo cerca de 6-18 merozoitas depois de 24 horas. A reinfeccio
das hemacias ocorre e a infec¢dao continua com 24 horas de periodicidade. Gametdcitos
arredondandos sdo formados e retornam aos anofelinos, onde ocorrre a esporogonia.
Essas formas podem ser encontradas na corrente sanguinea depois de 10-12 dias, a uma

temperatura entre 24 ¢ 26°C (AIKAWA: SEED, 1980; HOMEWOOD: NEAME, 1980).

No que diz respeito as suas caracteristicas intrinsecas, o ciclo de vida dos
parasitos murinos se assemelha ao do homem e de outros primatas. Estas similaridades
sdo confirmadas nos estudos sobre sua estrutura e bioquimica (AIKAWA: SEED, 1980;
HOMEWOOD: NEAME, 1980).

1.1.3 — Epidemiologia da Malaria

A maléria é uma doenca endémica em regides da Asia e América do Sul e,
principalmente, na Africa subsaariana (GREENWOOD: MUTABINGWA, 2002;
CAMARGO, 2003). No ano de 2010, a OMS estimava que, mundialmente, 3,3 bilhdes
de pessoas corriam o risco de contrair malaria. No mesmo ano, foram registrados 216

milhdes de casos (WHO, 2011).

Ainda que o continente africano concentre por volta de 90% dos casos, a doenca
ocorre no mundo inteiro, sendo a maioria dos casos decorrentes da infec¢ao pelo P.

falciparum. E inquietante o fato da malaria avancar para areas antes nao afetadas, até



mesmo para os paises desenvolvidos (LEORATTI, 2011). Inclusive, na América Latina,
a maldria encontra-se grandemente distribuida, sendo o P. vivax, a espécie mais

frequente (PALMER et al., 1998; SAN SEBASTIAN et al., 2008; SHARMA, 1999).

No Brasil, que ¢ um pais endémico, 99% dos casos sdo encontrados na
Amazodnia Legal. Inclusive, 49 milhdes de pessoas podem residir em areas de risco
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012). No ano de 2011, houve uma redugio de 40% na
incidéncia da doenga no pais, bem como intensa redugdo de internagdes (MINISTERIO

DA SAUDE, 2011).

Mais da metade dos paises que tiveram transmissao continua da malaria no ano
2000 apresentaram diminui¢do da incidéncia de casos ou internagdes € mortes (ou
ambos) em decorréncia da doenga. Em todo o mundo, as taxas de mortalidade da
malaria decresceram em 42% entre os anos 2000 e 2012 em todas as faixas etarias, e em
48% em criangas menores de 5 anos de idade. Caso se mantenha a taxa anual de
redugdo observada ao longo dos ultimos 12 anos, estima-se que no ano de 2015, as taxas
de mortalidade da malaria diminuirdo em 52% em todas as idades e em 60% em

criangas menores de 5 anos de idade (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Em 2013, 97 paises apresentaram transmissdao em curso da malaria, e 7 paises
encontraram-se na fase de prevencdo e de reintroducdo da doenga, perfazendo um total
de 104 paises e territorios em que a maldria ¢ atualmente considerada endémica. Em
termos globais, 3,4 bilhdes de pessoas estdo em risco de malaria. A estimativa da OMS
¢ de que 207 milhdes de casos de malaria ocorreram no mundo em 2012 com 627.000

mortes (WHO, 2013).

1.1.4 — Sinais e Sintomas da Malaria

Os principais sintomas da malaria sdo: febre, calafrios, vOmitos, anorexia,
fadiga, diarreia e anemia (FRANCA, 2008). Os sintomas sao inespecificos e decorrentes
da ruptura dos eritrocitos infectados. Com a ruptura, ocorre a liberagdo na corrente
sanguinea de antigenos presentes no parasito e daqueles formados como conseqiiéncia
de seu metabolismo, com ativacdo do sistema imune do hospedeiro (DE SOUZA:

RILEY, 2002).



Durante as infec¢des pela forma mais virulenta do plasmodio, P. falciparum, se
o diagnostico for tardio e o tratamento nao for adequado, a doenga pode evoluir para a
malaria grave (forma complicada). A OMS define a maldria grave a partir da presenga
de qualquer uma das formas assexuadas do parasito associada a uma das caracteristicas

apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Critérios para a definicio da malaria grave. Adaptado de DAY et al.,
(1999).

Caracteristicas

Malaria cerebral (escore <11 na escala de coma de Glasgow)

Anemia (hematocrito <20%) associado a contagem de parasitos > 100.000 L em

sangue periférico

Ictericia (bilirrubina sérica >2,5 mg/dL) associada a contagem de parasitos > 100.000

L em sangue periférico ou comprometimento renal (creatinina sérica >1,5 mg/dL)
Insuficiéncia renal (débito urinario <400 mL/h associado a creatinina sérica >3 mg/dL)
Hiperparasitemia (10% de parasitemia ou contagem de parasitos > 500.000 L")
Hipoglicemia (glicose sangiiinea <40 mg/dL)

Choque (pressao sangiiinea sistolica <80mm Hg associada as extremidades frias)

Na maléria grave, as manifestacdes dependem da idade do paciente e se o
mesmo teve alguma exposi¢do prévia ao plasmodio (NEWTON et al., 1998). A forma
grave ¢ classificada como uma doenga multissistémica, capaz de levar a maléria
cerebral (MC), anemia grave, insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar, hipoglicemia,
colapso circulatorio e acidose metabolica (MILLER et al., 2002). Contudo, vale
ressaltar que o curso clinico desta sindrome vai depender de fatores associados ao

parasito e ao hospedeiro (GOOD et al., 2005).

Os métodos laboratoriais para o diagndstico da maléria s3o essenciais, pois nao
existem parametros especificos da doenga que permitam confirmar o diagndstico

baseado apenas na clinica. E importante ter em mente que a parasitemia ndo esta
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necessariamente associada as manifestacdes clinicas, isto ¢, o pico febril ndo esta
relacionado a um resultado positivo do exame microscopico. Apesar das semelhancas
entre os ciclos evolutivos das espécies infectantes, hd variacdes na evolucdo clinica da

doenca (BRASIL, 2005a).

Apesar de no Brasil a maioria dos casos de maldria serem causados pelo P.
vivax, € preocupante o aumento do numero de casos da doenga pelo P. falciparum, o
que contribui para a ocorréncia dos casos graves e fatais. Nesse sentido, o Ministério
Publico tem aumentado as agdes de controle da malaria na Amazonia nos ultimos anos,
obtendo resultados positivos. Tais a¢des, juntamente com o diagndstico precoce € 0 uso
de tratamentos seguros e eficazes tem contribuido para modificar a dinamica da
transmissao da doenga na regido. Apesar dos avancos, a grande incidéncia da doenca e a
persisténcia de fatores ambientais e socioecondmicos predisponentes requerem o
permanente aperfeicoamento do Programa Nacional de Controle da Maléaria (PNCM).
Com esse objetivo, a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS/MS) implantou, no ano
de 2003, o Sistema de Informac¢do de Vigilancia Epidemiologica da Malaria (SIVEP -
Maléria) na Regido Amazonica, conseguindo resultados promissores (MINISTERIO

DA SAUDE, 2005).

Na primeira metade do século XX muitos pesquisadores dedicaram-se ao
controle da maldria, sobretudo no sentido de reduzir ou eliminar a presenga de
criadouros do inseto transmissor. Por outro lado, as dificuldades no fornecimento da
quinina durante a Primeira Guerra Mundial levaram os pesquisadores alemaes a
produzir antimaldricos sintéticos, o que culminou com o desenvolvimento da
primaquina (1924), mepacrina (1930) e cloroquina (1934) (DUTRA, 2001).
Posteriormente, também foram realizadas pesquisas com o objetivo de sintetizar
substancias com acdo inseticida, o que culminou com a obtencdo em 1942 por Paul
Muller, do composto dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), de alto potencial inseticida,

grande poder residual e baixo custo (GARDINER et al., 2004; DUTRA, 2001).
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1.1.5- Modelos Experimentais de Malaria

Os modelos experimentais tém sido uteis para a compreensao da patogénese de
varias doengas autoimunes e infecciosas que acometem os seres humanos. Da mesma
forma, muitas vacinas e terapias imunologicas que estdo atualmente em uso foram
primeiramente desenvolvidas e testadas em animais. Inclusive, muito do conhecimento
sobre a fisiologia dos mamiferos teve origem a partir de estudos realizados com animais

(HAU: VAN HOOSIER, 2005).

Os parasitos de roedores que causam a malaria foram isolados em ratos do mato
do género Thamnomys no Congo Africano e proporcionaram um recurso inestimavel
para o estudo do papel das respostas imune e inflamatoria na patologia da maléria

(BEALE et al., 1978; LANDAU: BOULARD, 1978).

Modelos de maldria em camundongos tém sido utilizados para estudos das
alteragdes bioquimicas, imunologicas e fisiopatoldgicas que ocorrem durante a infeccao
malérica, uma vez que a doencga experimental reproduz alguns aspectos da doenca

humana com certa exatiddo (MUXEL et al., 2011).

Grande parte do atual conhecimento sobre a imunopatologia da malaria foi
obtida em estudos laboratoriais que envolviam a infec¢do de roedores, especialmente os
camundongos. Os parasitos mais utilizados nos modelos murinos de malaria pertencem
as seguintes espécies: Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii, Plasmodium vinckei e
Plasmodium chabaudi. O Plasmodium berghei foi o primeiro a ser isolado e ¢é,
atualmente, o mais usado em estudos experimentais. No laboratério, ele pode infectar

camundongos, hamsters e ratos (COX, 1988).

Desde a sua descoberta em 1948 por Vinckey e Lips, o parasito P. berghei tem
sido empregado como uma ferramenta util para o estudo da atividade de potenciais
antimalaricos (FERREIRA DA CRUZ et al., 2000), desempenhando um papel essencial
na investigacdo da doenga (TOMAS et al., 1998).

O animal mais utilizado ¢ o camundongo, devido a sua grande susceptibilidade
aos plasmodios de roedores. Neste animal, o inicio da infec¢do ¢ rapido e niveis
elevados de parasitemia e alta mortalidade sdo observados (AGER, 1984). No entanto,
nem todos os medicamentos antimalaricos sdo ativos no modelo murinho de malaria

pelo P. berghei. Para os estudos da eficacia e farmacocinética dos antimalaricos, que
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requerem grandes volumes de sangue, o rato seria o animal mais adequado (DOW et al.,

1998).

A gravidade da malaria e o curso letal ou ndo letal da infec¢@o sdo estabelecidos
de acordo com o parasito e a linhagem do camundongo. Os plasmddios P. berghei, P.
vinckei e algumas linhagens de P. yoelii e P. chabaudi causam infec¢des letais em
camundongos (FOOTE et al., 2005). Em camundongos infectados com o P. berghei, a
evolucdo letal pode acontecer precocemente devido ao aparecimento de um quadro
neurologico compativel com maldaria cerebral, ou tardiamente, em consequéncia de um
quadro de anemia aguda grave. J& com as espécies P. yoelii, P. c. chabaudi e P. vinckei
petteri, a morte em camundongos ndo resistentes ocorre em virtude do agravamento do
quadro de anemia aguda. Porém, nas linhagens murinas resistentes, apds a elevagao
inicial da parasitemia, a infeccdo com esses plasmodios pode evoluir para a cura com a
total eliminagdo do parasito ou com a permanéncia deste, com recidivas de menor

intensidade ocorrendo durante varios meses (FOOTE et al., 2005).

Em linhagens ndo resistentes, como no C57BL/6, o quadro neuroldgico causado
pelo P. berghei (ANKA) tem sido utilizado como modelo murino da maléria cerebral
humana (BRIAN DE SOUZ: RILEY, 2002; COMBES et al., 2006). Vale ressaltar que
o P. berghei (ANKA) apenas produz um quadro claro de malaria cerebral em duas
linhagens murinas, C57BL/6 ¢ CBA, visto que h4d uma predisposicdo genética para a

resposta imune pré-inflamatoria (BRIAN DE SOUZA: RILEY, 2002).

A linhagem murina DBA-2 foi considerada resistente com relagdo a malaria
cerebral por Foote e colaboradores (2005) e como ndo resistente por Brian de Souza e
Riley (2002). Ainda que a infec¢do com P. berghei (ANKA) seja letal nos
camundongos DBA-2, a morte, geralmente, ¢ resultado do agravamento da anemia

aguda e ndo do comprometimento cerebral.

Em termos gerais, o P. c¢. chabaudi é considerado “avirulento” ou nao letal, mas,
o desfecho letal ou ndo letal da infeccdo experimental também ird depender da
linhagem, ou seja, da carga genética do hospedeiro murino. As linhagens C57BL/6,
DBA-2 e CBA sio resistentes e os camundongos A/J e BALB/c ndo sdo resistentes.
Nestes ultimos hospedeiros, a infeccdo evolui para a morte (COX, 1988,

HERNANDEZ-VALLADARES et al., 2004, FOOTE et al., 2005).
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De acordo com COX (1988), as principais alteracdes patoldgicas da malaria
humana (anemia, trombocitopenia, esplenomegalia, hepatomegalia, edema pulmonar e
maldria cerebral) também sdo vistas em infecgdes experimentais de primatas e roedores.
A anemia em roedores ¢ comparavel a observada em seres humanos, particularmente

nos portadores de malaria pelo P. falciparum, sendo grave e de inicio rapido.

O aumento do bago e figado também sdao encontrados na malaria murina. O bago
do animal aumenta notoriamente de tamanho com a evolucdo da doenca, e exibe a cor
vermelho-escura ou negra, sendo fragil ao toque. Em exames histologicos, ¢ possivel
observar que o baco estd em estado reacional hiperpldsico, com aumento do niimero e
tamanho dos macréfagos da polpa vermelha que estdo em intensa atividade fagocitaria,
o que ¢ evidenciado pela presenca de parasitos, restos celulares e pigmento
(hemozoina). O figado também aumenta de tamanho e passa a ter a cor castanho escura,
consequéncia do acumulo do pigmento (hemozoina) nas células de Kupffer que sofrem

hiperplasia e hipertrofia (COX, 1988).

E de extrema importancia frisar que na maior parte dos estudos que utilizam o
modelo de malédria em roedores, o animal ¢ inoculado por via intraperitoneal ou
intravenosa com o sangue de um doador infectado com o plasmédio. Dessa forma,
provoca-se o inicio direto do ciclo eritrocitico da doenga no animal, sem que haja um
hospedeiro invertebrado e um ciclo exoeritrocitico hepatico no hospedeiro verteberado

(COX, 1988).

O Quadro 2 apresentado abaixo mostra a gama de modelos onde as diferentes
linhagens de camundongos e as diferentes espécies do plasmddio podem ser estudadas

(Quadro 2).
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1.2 — Biotransformacao

Brodie et al. (1958) evidenciaram o fato de que a maior parte dos farmacos e
compostos estranhos aos organismos ndo eram excretados pela urina, salvo em
quantidades minimas, antes de serem modificados em sua estrutura quimica. Os autores
salientaram que se ndo existissem enzimas capazes de catalisar essas transformagdes, a
eliminacdo de medicamentos seria muito lenta. Em consequéncia, os seus efeitos seriam
prolongados e o tratamento farmacologico se tornaria perigoso ou, até mesmo,
inexequivel. Dessa forma, o termo “compostos estranhos” foi utilizado para determinar
“os compostos orgdnicos encontrados em plantas ou sintetizados (pelo homem) que
normalmente ndo estdo presentes no organismo”. O vocabulo “xenobidtico”, com o
significado de estranho a vida, foi posteriormente estabelecido por Mason et al. (1965),
e atualmente ¢ empregado para determinar os compostos quimicos estranhos ao

organismo, assim como proposto inicialmente.

Todos os organismos estdo inevitavelmente expostos aos xenobidticos, incluindo
medicamentos, produtos quimicos industriais, pesticidas, poluentes, produtos de pirdlise
de alimentos cozidos, alcaldides, metabodlitos secundarios de plantas, e as toxinas
produzidas por fungos, plantas e animais. A lipofilia ¢ uma caracteristica fisica que
permite que muitos xenobiodticos sejam absorvidos através da pele, pulmdes ou trato
gastrointestinal, tornando-se um obstaculo para a sua eliminagdo, ja que compostos
lipofilicos podem ser prontamente reabsorvidos. Por consequéncia, a eliminacdo dos
xenobidticos depende, muitas vezes, da sua conversao em produtos quimicos soluveis,
em um processo chamado biotransformacgao, que ¢ catalisado por enzimas localizadas
no figado e em outros tecidos (PARKINSON, 2001). Ainda que se distribuam por quase

todo o organismo, hd uma maior concentragdo enzimatica no figado (WATKINS, 1992).

Uma consequéncia importante da biotransformacao ¢ a alteracao da lipofilia do
xenobidtico, visto que a sua transformacgdo em metabolito mais hidrossoluvel favorece a
excrecdo através da urina e fezes (PARKINSON, 2001). A alteragdo quimica dos
xenobioticos absorvidos pelo organismo, do estado lipofilico para o hidrofilico, ¢
realizada através de reagdes que podem ser especificas ou inespecificas (MEYER,

1996).

A Dbiotransformag¢ao pode ser dividida, didaticamente, em duas fases: as

transformagdes metabolicas de fase I e II. As reagdes metabolicas de fase I (reagdes de



redugdo, oxidacdo e hidrolise) tém por objetivo expor ou acrescentar grupos funcionais
(-OH,-NH2,-SH ou-COOH) na molécula original. Entre as enzimas envolvidas nas
reacoes de fase I, destaca-se o sistema citocromo P450 (CYP) pela sua importancia na
catalise de uma infinidade de substancias quimicas estruturalmente diversas, de origem
natural ou sintetizadas pelo homem (OMURA, 1999). Estas reag¢des, no entanto,
promovem um discreto aumento da hidrofilicidade das substancias quimicas, de modo
que o metabolito oriundo desta fase sofre nova transformacdo (reacdes de fase II).
Durante este eprocesso, o metabolito sofre conjugacdo com macromoléculas endogenas,
como sulfatos inorganicos, aminoacidos, acido glicuronico e glutationa que o tornam

mais hidrossolivel para eliminagao (OMURA, 1999; PARKINSON, 2001).

Muitos farmacos sdo basicamente metabolizados por uma tnica via metabdlica.
Porém, a grande maioria deles sofrem a acdo de mais de uma via e a quantidade do

farmaco metabolizado por essas diferentes vias ¢ varidvel nas diferentes espécies

(WEBER, 1986).

As enzimas mais importantes da fase II do metabolismo sdo a glutationa S-
transferase, as sulfotransferases, a uridina difosfato glucuronil transferases (UDP-
glucuronil transferases), as N-acetiltransferases e as metiltransferases, que catalizam
reacdes de conjugacdo com a glutationa (sintese do acido mercaptirico), sulfatagdo,
glucuronidagdo, acetilagdo e metilagdo, respectivamente. Além dessas reagdes, ainda
ocorrem reagdes de conjugacdo com aminoacidos, como glicina, taurina e &cido
glutimico (IYER: SINZ, 1999). Os cofatores necessarios para que estas reacdes
acontegam reagem com os grupos funcionais presentes nos xenobidticos, ou que sao

introduzidos/expostos durante a fase I da biotransformac¢dao (PARKINSON, 2001).

A maior parte das reacdes de biotransformacdo de fase Il concede aumento
consideravel da hidrofilicidade do xenobiotico. Dessa forma, essas reagcdes possibilitam
a excrecdo, com exceléncia, dos compostos quimicos estranhos ao organismo. As
reacdes de fase Il podem preceder ou nao as reacdes de fase I. Por exemplo, a morfina, a
heroina e a codeina sdo todas convertidas em morfina-3-glucuronato. No que diz
respeito @ morfina, o metabolito é eliminado pela conjugacdo direta com o acido
glucurénico. No entanto, nos outros dois casos, da heroina e da codeina, a conjugacao

com acido glucuronico ¢ precedida por reagdes de fase I: hidrolise (desacetilagdo) no
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caso de heroina e O-desmetilacdo (envolvendo a oxidacdo por CYP), no caso da codeina

(PARKINSON, 2001).

Exemplificamos as principais reagdes que ocorrem nas fases I e II do

metabolismo de xenobidticos nos Quadros 3 e 4, respectivamente.
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1.2.1- Citocromos P450

As enzimas metabolizadoras de xenobioticos estdo virtualmente distribuidas em
quase todos os tecidos, como figado, intestino, pulmao, coragdo, cérebro, supra-renal,
placenta e outros. Os citocromos P450 (CYP) sdo enzimas envolvidas no metabolismo
de xenobidticos e de substancias enddgenas. Essas monooxigenases constituem uma
complexa superfamilia, e mais de 504 isoformas ja foram identificadas e sequenciadas.
Tais proteinas ja foram encontradas na maioria dos organismos vivos, animais €

vegetais, de protistas até¢ o homem (LEWIS, 1996,).

CYPs sdo determinantes na manutencdao do estado homeostatico, estando
envolvidas no metabolismo enddgeno, na catalise do acido araquiddnico, na sintese de
eicosanoides, esterdides, colesterol e acidos biliares, € no metabolismo de xenobioticos,
como farmacos, poluentes ambientais, aditivos alimentares e toxinas, especialmente
aquelas substancias com alto carater lipofilico (PARKINSON, 2001; NELSON et al.,
2004).

Os CYP foram assim denominados por absorverem luz a um comprimento de
onda de 450 nm quando ligados a0 monoxido de carbono, apo6s redugdo pelo ditionito
de sodio (OMURA: SATO, 1964). A principal fungdo destas enzimas ¢é realizar a
biotransforma¢do dos xenobidticos em metabolitos com um maior carater hidrofilico,
para que possam ser mais facilmente eliminados pelos rins, através da urina e pela bile,
através das fezes. A transformagdo ocorre devido as alteragdes das propriedades fisico-
quimicas dos xenobioticos lipofilicos, que podem ser estruturalmente modificados, o
que facilita a sua solubilidade em agua.

CYPs sdo as enzimas mais importantes da fase I do metabolismo, destacando-se
por sua extraordinaria versatilidade catalitica. CYPs tem um papel de extrema
importancia tanto sob o ponto de vista farmacologico quanto toxicologico, quer seja na
eliminacdo de inimeros xenobioticos lipofilicos a que os seres humanos e os animais
estdo expostos — desintoxicagdo - quer seja na conversdo de xenobidticos inertes em

metabolitos ativos - ativagao metabolica (LEWIS, 1996,).

Em seres humanos, ja foram descritas 18 familias CYP e isoladas 50 isoformas,
dentre as quais 35 apresentam importancia clinica (COLLEMAN, 2007; NELSON,
2009). As familias CYP sao identificadas por um ntimero arabico (CYPI1, 2, 3...) ¢ as

subfamilias por uma letra maitscula apdés o ntimero indicativo da familia génica



(CYPIA, 1B, 2A, 2B, 2E, 2C, 3A...). As isoformas individuais sdo identificadas por um
nimero arabico, seguido por uma letra maitiscula (subfamilia) e outro numero arabico,

e.g., CYP2AS ¢ aisoforma 5 da subfamilia 2A (NELSON, 2009).

A sigla CYP quando representa as enzimas murinas, € escrita com letras
minusculas (exceto o C de citocromo), e.g., Cyp2a5 (COLLEMAN, 2007; NELSON,
2009). A homologia entre CYPs de espécies diferentes ¢ avaliada segundo a
similaridade na sequéncia de aminodcidos. Por exemplo, CYP1Al humana ¢ 80%

similar a isoforma do rato (LEWIS, 1996y,).

A familia de genes CYP diversificou-se desde a sua origem ha mais de 3,5
bilhdes de anos para a sua adaptacdo ao metabolismo de inimeres substancias quimicas

que sdo ingeridas diariamente (BENET et al., 1996).

1.2.1.1 — Mecanismo de Catalise

O citocromo P450 ¢ o sistema mais eficiente de deseintoxicagdo ¢ ativ¢ao
metabolicar de uma ampla variedade de xenobidticos. Todos os CYPs sdo
hemeproteinas capazes de catalisar a monooxigenacdo de um atomo de oxigénio para
um substrato. Durante a reagdo, outro atomo de oxigénio ¢ reduzido a dgua com os

equivalentes de reducao derivados do NADPH (KLAASSEN: WATKINS, 2012).

CYPs nao reagem diretamente com NADPH ou NADH. Uma flavoproteina
chamada de NADPH-citocromo P450 redutase libera os elétrons do NADPH para o
CYP no reiculo endoplasmatico. J& nas mitocondrias, os elétrons sdo transferidos para o

CYP pela ferrodoxina e pela ferrodoxina redutase (KLAASSEN: WATKINS, 2012).

Ha uma maior interacdo entre CYP e a NADPH-citocromo P450 redutase ja que
estdo ancoradas na bicamada fosfolipidica do reticulo endoplasmatico. A fase inicial do
ciclo catalitico implica na ativacdo do oxigénio e a fase final abrange a oxidagdo do

substrato (KLAASSEN: WATKINS, 2012).

Quando o substrato liga-se ao CYP, o ferro do grupamento heme ¢é reduzido do
estado férrico para o ferroso com a adigdo de um elétron da NADPH-citocromo P450
redutase. O CYP volta a sua forma inicial com a liberagdo do substrato oxidado

(KLAASSEN: WATKINS, 2012) (Fig.4).
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Figura 4 - Ciclo catalitico de CYP. Fonte: KLAASSEN: WATKINS, 2012.

1.2.1.2 — Localizacao Celular de CYP

A circulagdo do figado e intestino evoluiu de modo a levar os xenobidticos até
os hepatdcitos. Uma vez nos hepatdcitos, a etapa seguinte do processo de metabolismo ¢
subcelular, isto ¢, os xenobidticos, em sua maioria altamente lipofilicos, sdo
encaminhados para o reticulo endoplasmatico liso (REL) dos hepatocitos, onde os CYPs

estao ancorados na matriz fosfolipidica (COLEMAN, 2010).

O reticulo endoplasmatico rugoso se assemelha a uma linha de montagem onde
os ribossomos produzem as proteinas. J& com relacdo ao REL, sua estrutura lembra uma
massa de tubos. As paredes sdo as partes mais lipofilicas do REL, ou seja, as
membranas. Os xenobiodticos fluem no interior dos tubos do REL diretamente para o
sistema CYP moonoxigenase em um ambiente altamente lipofilico. Dessa forma,
moléculas lipofilicas sdo levadas para o figado por duas razdes: pelas suas
caracteristicas lipofilicas, a entrada em areas aquosas da célula ¢ impedida, e uma vez
no REL, serdo metabolizadas pelas isoformas CYP em moléculas mais hidrossoluveis

(COLEMAN, 2010).
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Quando atingem a hidrossolubilidade, os metabdlitos sdo repelidos nas paredes
do REL e entram no lumen ou no citoplasma, o que faz com que se estabeleca e
mantenha um gradiente de concentragdo (COLEMAN, 2010). A localizagdao subcelular
do CYP esta representada na Fig.5.

Corte do REL

ribossomos

Fig. 5 — Localizagao subcelular de CYP no hepatocito.

1.2.1.3 — Isoformas CYP humanas e murinas
1.2.1.3.1 - CYP1A1/2

A subfamilia CYP1A ¢ de grande importancia para a Saude Publica, pois as suas
isoformas sdo responsaveis pela ativagdo metabolica de pré-carcindgenos, como 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), e.g., benzo[a]pireno (MARTIGNONI et
al., 2006). Os membros desta subfamilia, CYPIA1l e CYP1A2, possuem grande
similaridade em suas estruturas primarias e caracteristicas fisico-quimicas (KAWAJIRI:
HAYASHI, 1996). Tais isoformas sdao altamente conservadas entre as diferentes
espécies. Entre a espécie humana e camundongos, a similaridade da CYP1A1 ¢ de 83%

e da CYP1A2, 80% (MARTIGNONI et al., 2006). Dez espécies moleculares de
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CYP1ALl (de peixes e mamiferos) foram clonadas e sequenciadas. Se comparadas, as
isoformas CYP1Al e CYP1A2 exibem um percentual de similaridade de
aproximadamente 71% em camundongos e 69% em ratos (KAWAJIRI: HAYASHI,
1996).

A expressdao hepatica da isoforma CYP1A1l ¢ baixa. Ha relatos de que a sua
expressao so seja detectada apds indugdo, ja que metaboliza o benzo[a]pireno e outros
HPAs, xenobiodticos absorvidos, em geral, através do trato gastrointestinal e respiratorio.
No homem, CYP1Al ¢ considerada uma enzima extra-hepatica, j& que grandes
quantidades de RNAm e proteinas foram encontradas nos pulmdes, linfocitos e placenta
de fumantes ativos, e niveis indetectaveis de RNAm e proteinas tenham sido observados

na maioria dos figados desses individuos (KAWAUJIRI: HAYASHI, 1996).

A CYP1A2 ¢ expressa especialmente no figado, sendo capaz de metabolizar
hormonios e xenobiodticos, como acetaminofeno, teofilina, cafeina, e outros compostos

que apresentam grupamento amino (MARTIGNONI ef al., 2006; COLLEMAN, 2007).

A CYP1A2 humana ¢ induzida pelo tabaco, plantas da familia das cruciferas
(e.g., brocolis e couve de Bruxelas) e carne grelhada, e pelos medicamentos omeprazol
e naficilina. CYP1A2 representa 13% das CYP hepaticas humanas (SHIMADA et al,
1994 apud YANG et al., 2006). A subfamilia CYP1A foi investigada neste estudo, pois
esta envolvida em muitas reacoes de ativacao metabodlica de xenobioticos, como HPAs e

pro-farmacos, como teofilina (KAWAJIRI: HAY ASHI, 1996).

A conservacao evolutiva da subfamilia 1A até os mamiferos pode indicar que a
mesma tenha funcdo importante no metabolismo de xenobidticos. Ha muitos relatos
sobre o papel da subfamilia CYPIA em diversas fungdes metabolicas, envolvendo a
mutagénese ou carcinogénese em animais experimentais. As isoenzimas CYP1AI e
CYPIA2 apresentam especificidades distintas para os substratos, porém, ocorre certa
superposi¢cdo em algumas ocasides (LEWIS, 1996,). Exemplificando, em camundongos,
Cyplal e Cypla2 catalisam a O-desalquilagdo da 7-etoxiresorufina. Ja em ratos,
Cyplal catalisa preferencialmente a O-desalquilagdo da 7-etoxiresorufina, ao passo que
Cypla2 catalisa de modo preferencial a O-desalquilagdo da 7-metoxiresorufina

(BURKE et al., 1985).

25



De forma geral, a subfamilia CYP1A participa do metabolismo oxidativo de
substancias exogenas, como os hidrocarbonetos aromadticos policiclicos, aminas

heterociclicas e aminas aromaticas (PARKINSON, 2001; LEWIS, 1996,).

Tanto o CYP1Al como o CYPIA2 sdo induzidos por 3-metilcolantreno, [3-
naftoflavona, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e outros hidrocarbonetos
policiclicos (PARKINSON, 2001; IOANNIDES & PARKE, 1990). A regulagao por
transcricao destes dois genes, CYP1A1 e CYP1A2, ¢ mediada por mecanismos comuns,
como a ativacdo do receptor Ah, em resposta aos indutores. Porém, muitas diferencas
entre as duas isoformas tém sido observadas quanto a capacidade de resposta aos
indutores. O isosafrole, por exemplo, indutor seletivo de CYP1A2 hepatico, tem efeito

discreto sobre CYP1A1 (KAWAIJIRI: HAYASHI, 1996).

1.2.1.3.2 - CYP2AS

Entre todos os membros integrantes da subfamilia CYP2A, o Cyp2a5 foi o que
mais recebeu atencdo entre os pesquisadores, ja que esta enzima ¢ capaz de mediar
diversas reacdes de importancia toxicoldgica. O Cyp2a5 (ortdloga da CYP2A3 de ratos)
e seu ortdlogo humano, CYP2A6, metabolizam diferentes substratos como cumarina,
nicotina, cotinina e farmacos, como halotano e losigamona. Ambas as Cyp2aS e
CYP2A6 atuam no metabolismo de toxinas, como das nitrosaminas N-
nitrosodietilamina (NDEA) e da nitrosamina-cetona derivada da nicotina (NNK), e da

aflatoxina B1 (POSTI et al., 1999).

Um excelente marcador para a atividade hepatica murina da Cyp2a5 ¢ a reacao
da cumarina-7-hidroxilase (COH), tendo em vista que anticorpos anti-2AS inibem quase
completamente (mais de 99%) esta atividade em microssomos hepaticos isolados de
camundongos machos e fémeas das linhagens DBA-2 e AKR ndo tratados e tratados
com fenobarbital ou pirazol. Porém, as atividades hepaticas 7-etoxicumarina-O-
desetilase, anilina 4-hidroxilase, etilmorfina N-desmetilase, benzo[a]pireno 3-
hidroxilase e pentoxiresorufina-O-despentilase ndo sdo marcadores uteis para o Cyp2as

hepatico (LANG et al., 1989).

Ha diferengas importantes no metabolismo da cumarina entre linhagens

diferentes de camundongos. No DBA-2, a atividade da cumarina-7-hidroxilase ¢

26



relativamente alta, mas ¢ consideravelmente menor nas linhagens AKR/J, C57BL/6N,
C3H/HelJ, BALB/c, CBA, C57BL/10 ¢ Swiss Webster (WOOD: CONNEY, 1974;
WOOD & TAYLOR, 1979; VAN IERSEL et al., 1994; POCA, 2013). Vale ressaltar
que Poca (2013) demonstrou pela primeira vez em seu estudo que, apesar das notaveis
diferencas das atividades constitutivas de COH evidenciadas entre as fémeas adultas das
linhagens isogénicas DBA-2, DBA-1, BALB/c, CBA, C57BL/6, C57BL/10, da
linhagem outbred Swiss Webster e da hibrida B6D2F1, a expressio do RNAm de

Cyp2a4/5 pouco diferia, sendo o BALB/c a linhagem com maior expressao constitutiva.

Além da variacdo da atividade enzimatica entre as linhagens, a Cyp2a5 possui
uma expressao sexo-especifica, notando-se uma atividade maior entre as fémeas

(PEARCE et al., 1991).

A Cyp2a5 ¢ expressa no figado e em outros tecidos extra-hepaticos, como a
mucosa olfatoria, e sua atividade e expressdao hepatica ocorrem predominantemente em
fémeas (KIRBY et al., 2011). Também tem sido descrito que a atividade da COH
murina apresenta um modo de hereditariedade aditiva devido a presenga de dois alelos
no locus do gene do Cyp2a5 no cromossomo. Estes dois alelos sdo capazes de promover
atividades diferenciadas, ou seja, um dos alelos promove atividade elevada, enquanto o
outro promove baixa atividade (WOOD: CONNEY, 1974; WOOD: TAYLOR, 1979;
RAUNIO et al., 1988).

Além de ser induzido por substancias quimicas, foi demonstrado que Cyp2a5
também estava induzido em alguns processos infecciosos, como na hepatite, na
fascioliase e na malaria (KIRBY et al., 1994; MONTERO et al., 1999; DE-OLIVEIRA
et al., 2006, 2010). A hipdtese de que a indugdo de Cyp2a5 ocorreria em resposta ao
dano hepatocelular, resultando na alteracdo do estado redox da célula e em estresse do
RE foi levantada por alguns autores (GILMORE et al., 2003; GILMORE: KIRBY,
2004). Neste sentido, foi demonstrado que o tratamento de camundongos com a toxina
pirazol, indutora de Cyp2a$5, resultou na superexpressao do biomarcador do estresse do
RE, GRP78 (glucose-regulated protein 78, proteina regulada pela glicose) (GILMORE
et al., 2003). A indugcdo de Cyp2a5 pelo pirazol provocava lesdo hepatica nos
camundongos DBA-2, evidenciada pelos aumentos dos niveis da transaminase ALT, o
que reforcava a relagdo entre lesdo hepatica e indugcdo de Cyp2a5. No entanto, a

administracdo das citocinas IL-1B e IL-6 recombinantes, que simulavam um processo
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inflamatorio, ndo provocavam efeito sobre a isoforma. Posteriormente, o0 mesmo grupo
de pesquisadores demonstrou que embora o tratamento de hepatocitos primarios de
camundongos com os ativadores do estresse do RE tapsigargina, tunicamicina, trans-4,
5-dihidroxi-1,2-ditiano (DTTy) € o ionoforo de calcio A23187 (calcimicina) tenha
resultado em niveis elevados do RNAm de GRP78, apenas o agente redutor DTT
induziu os niveis do RNAm e da proteina Cyp2a5, e a atividade da COH. Estes
resultados levaram os autores a concluir que a indugdo de Cyp2a5 na lesdo

hepatocelular envolvia a alteragdo do estado redox do RE (GILMORE: KIRBY, 2004).

1.2.1.3.3 - Cyp2b

Em figados de camundongos, dezesseis genes Cyp2b ja foram encontrados.
Embora ndo se saiba ainda quais destes genes sdo ativos, duas isoenzimas, Cyp2b9 e
Cyp2bl10, foram, ha muito, identificadas nesta espécie (HONKAKOSKI et al., 1992).
Apesar de possuirem 83% de homologia entre si, tais isoformas possuem grandes
diferencas em sua regulacdo. Cyp2b9 ¢é constitutiva e fracamente induzivel, sendo
controlada rigorosamente por hormoénios. A isoforma Cyp2bl0 ¢ intensamente
induzivel pelo fenobarbital e controlada por hormodnios sexuais, inclusive, foi a primeira
isoenzima induzida por substincias quimicas, como clordano e bifenilas halogenadas

(LEIGHTON: KEMPER, 1984; YOSHIOKA et al., 1990).

As isoenzimas da subfamilia Cyp2b metabolizam uma grande diversidade de
substratos, o que varia de acordo com a espécie, a linhagem e o sexo do animal. Os
substratos usados como sondas cataliticas sdo a aminopirona, a etilmorfina ¢ a
zoxazolamina, porém ndo sdo especificos dessa sufamilia. Duas alcoxifenoxazonas, a
pentoxiresorufina e a benziloxiresorufina, sdo substratos preferenciais e relativamente
especificos para isoformas Cyp2b em ratos, camundongos e coelhos, mas pouco
especificos em hamsters e seres humanos (PARKINSON, 2001; NIMS: LUBET, 1996;
NERURKAR et al., 1993; BURKE et al., 1985).

A subfamilia CYP2B participa da ativagdo metabolica de substincias de
importancia toxicoldgica, como o bromobenzeno, o tetracloreto de carbono, a cocaina, o
paration, o tricloroetileno e substincias pro-carcinégenas, como aflatoxina Bl e

dibenzoantraceno. CYP2B também metaboliza farmacos anti-neopldsicos, como
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ciclofosfamida, e anestésicos, como o propofol, sendo o fenobarbital um potente indutor

desta subfamilia (NIMS: LUBET, 1996; COLLEMAN, 2007).

No homem, as isoformas CYP2B6 ¢ CYP2B7 sdo encontradas tanto no figado
como em tecidos extra-hepaticos (MARTIGNONI et al., 2006). CYP2B6 representa 2%
das CYP hepaticas humanas (SHIMADA et al., 1994 apud YANG et al., 2006).

1.2.1.4 — Importancia clinica da inibicao e induc¢do de CYP

A velocidade de biotransformagdo depende de varios fatores, como:
concentracdo de CYP no tecido, propor¢do das diferentes isoformas, afinidade pelo
substrato, reducdo do complexo xenobidtico-citocromo P450 e da competicdo entre
substratos endogenos e exoégenos (RELLING: EVANS, 1992). Também pode ser
modificada por agentes genéticos, fisiologicos e ambientais ou, até mesmo, pelo uso
conjunto de medicamentos. Com isso, dois resultados antagdnicos podem acontecer:
inibicdo ou indugdo de CYP, o que afeta diretamente a posologia médica (OSHIMA-
FRANCO: FRANCO, 2003).

A atividade enzimatica de CYP quando inibida ou induzida por xenobidticos
leva as variagdes na resposta terapéutica. Dessa forma, as associagdes de medicamentos

devem receber atencao especial (MEYER, 1996).

A indugdo ou inibicdo de CYP pode ser circunstancial, acidental ou o efeito
realmente desejado com a terapia. A inducdo de CYP ocorre, sobretudo devido ao
aumento da sua expressdo enzimatica consequente ao aumento da transcri¢ao e traducao
ou pela diminuicdo da sua degradacdo. A indugcdo de CYP pode levar a diversas
consequéncias: uma delas seria o fArmaco aumentar o seu proprio metabolismo. Um
exemplo seria a carbamazepina (um agente antiepiléptico) que ndo apenas induz o
CYP3A4, como também ¢ metabolizada por essa enzima. Por consequéncia, a
carbamazepina aumenta o seu proprio metabolismo a partir da indugdo de CYP3A4
(TANIGUCHI: GUENGERICH, 2009). Outra consequéncia seria um farmaco
aumentando o metabolismo de outro farmaco coadministrado. Como por exemplo, o
CYP3A4 metaboliza cerca da metade de todos os farmacos clinicamente prescritos.
Caso um desses farmacos seja coadministrado com a carbamazepina, seu metabolismo

também serd aumentado. Com o aumento da atividade de CYP3A4, pode acontecer a
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reducdo das concentragdes do farmaco abaixo de seus niveis terapéuticos, caso tenham
sido administradas doses convencionais desses farmacos, sendo este um problema a ser

enfrentado pelo clinico (TANIGUCHI: GUENGERICH, 2009).

A inducdo de CYP ou de outras enzimas de biotransformagdo também pode
levar a producdo de niveis toxicos dos metabolitos reativos dos farmacos, causando

lesdo tecidual ou outros efeitos colaterais (TANIGUCHI: GUENGERICH, 2009).

A inibi¢do de CYP pode levar a reducdo do metabolismo dos fairmacos que sao
metabolizados pela enzima inibida. Tal inibi¢ao leva os niveis do farmaco a
concentragdes toxicas, prolongando a atividade do farmaco no organismo. Como
exemplo, temos o cetoconazol, que ¢ um farmaco anti-fingico. Ele possui um
nitrogénio que se liga ao ferro do heme no sitio ativo de CYP. Tal liga¢do bloqueia, por
inibicdo competitiva, o metabolismo de farmacos administrados conjuntamente

(TANIGUCHI: GUENGERICH, 2009).

1.2.2- Modulacao de CYP nas Doencas Infecciosas

CYPs podem ser moduladas positiva ou negativamente por agentes externos aos
organismos, como consequéncia a exposicdo a uma grande diversidade de agentes

quimicos, mas também a agentes biologicos, como bactérias, parasitos e virus

(MORGAN, 1997).

1.2.2.1 — Exemplos em Seres Humanos

Muitos estudos clinicos relataram alteracdes farmacocinéticas em pacientes com
doencas inflamatorias, infecciosas e cancer (AITKEN et al., 2006; MORGAN et al.,
2008; MORGAN, 2009). Data de 1976, a demonstracdo por Renton e Mannering
(1976,) que agentes indutores de interferon, como o lipopolissacarideo (LPS) de E. coli,
virus Mengo e vacina pertussis, deprimiam as atividades de isoformas e os niveis totais
de CYPs hepaticas em ratos. Posteriormente, os mesmos autores sugeriram que a
reducao do metabolismo e da elimina¢ao de medicamentos de uso continuo durante um
processo infeccioso e inflamatorio poderia desencadear um quadro de toxicidade com a

administracdo da mesma dose do medicamento que anteriormente ndo se mostrava
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toxica para o mesmo paciente (RENTON: MANNERING (1976y). De fato, foi
constatado por Chang et al. (1978) que em criangas asmaticas que haviam contraido
uma infecgdo viral do trato respiratorio superior, a depuracao da teofilina era muito mais
lenta do que apds a recuperacao do quadro viral. Poucos anos mais tarde, pesquisadores
relataram que durante o surto de influenza B de 1980 que ocorreu em Washington,
EUA, criancas asmaticas que ja se tratavam com uma dose estavel de teofilina foram
hospitalizadas com convulsdes, dores de cabega, nausea e dmitos. Os pesquisadores
associaram os sintomas descritos a reducdo da depuracdo da teofilina, mais do que ao

proprio estado viral (KRAEMER et al., 1982).

Foram também relatados casos de associacao entre virus, como Herpes simples,
adenovirus e HIV (human immunodeficiency virus, virus da imunodeficiéncia humana),
e depressdo do metabolismo por CYP com redu¢do da eliminacdo de medicamentos e
farmacos. Anolik et al. (1982) relataram que a alteragdo da meia-vida da teofilina em
uma crianca de nove anos com gengivoestomatite pelo Herpes simples estava associada
ao quadro de neurotoxicidade observado na paciente. Forsyth ef al. (1982) descreveram
em criangas com idades entre cinco meses e cinco anos, que a eliminagdo da antipirina
na saliva diferia entre os periodos febril e controle (duas a quatro semanas apos cessada
a febre), sendo o valor médio do clearance durante a febre (32+13 mL kg'1 hh
aproximadamente 50% inferior ao observado durante o periodo afebril (52+22 mL kg™
h"). Lee ef al. (1993) estudaram os indices oxidativos do metabolismo da cafeina
(desmetilagdo, oxidagdo pela xantina e 8-hidroxilagdo) em trés grupos de pacientes
infectados pelo HIV: um grupo que apresentava um quadro agudo da doenga, um grupo
com a doenga controlada e um grupo infectado e assintomatico, além dos controles (ndo
infectados). Os resultados mostraram que no grupo assintomdtico, o metabolismo do
farmaco era semelhante ao grupo controle. No entanto, a lenta acetilag@o e as alteracdes
das vias oxidativas observadas nos pacientes com a doenga aguda poderiam explicar a

incidéncia elevada de reacdes adversas a medicamentos evidenciada nesses pacientes.

O efeito sobre a farmacocinética de farmacos nas doengas inflamatorias, como
artrite reumatoide (AR), foi relatado pos alguns autores. Mayo et al. (2000) relataram
em pacientes voluntarios portadores de AR, que os niveis sanguineos de R-verapamil e
S-verapamil estavam elevados 12 h apds a administragdo de 80 mg do medicamento. Os
niveis sanguineos elevados de IL-6 e 6xido nitrico (NO) observados nos pacientes

estavam associados a gravidade do quadro da doenga inflamatoria. Os autores sugeriram
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que o clearance reduzido do medicamento, associado as alteracdes da ligagdo as
proteinas e do fluxo sanguineo hepatico, poderiam justificar os niveis elevados dos
enantiomeros observados nos pacientes artiricos. O trabalho de Schmitt et al. (2011)
com doze pacientes com AR mostra a menor exposi¢do a sinvastatina quando
administrada aos pacientes que também recebem tocilizumabe (imunoglubulina
recombinante, IG1). Os pacientes com AR apresentam altos niveis de IL-6, que interfere
com CYP3A4, causando uma reducdo das reagdes catalisadas por essa isoforma CYP.
Como a sinvastatina ¢ metabolizada pela CYP3A4, a neutralizagdo da IL-6 pela
administracao do tocilizumabe, e consequente retorno da atividade de CYP3A4 aos
niveis normais, reduz os niveis sanguineos da sinvastatina. Os autores ressaltam, com
propriedade, a necessidade de cautela ao administrar ambos os medicamentos a
pacientes com AR, devido ao risco da ocorréncia de interacdes entre a doenca e os

medicamentos, o que pode levar ao aparecimento de efeitos adversos.

1.2.2.2 — Estudos Experimentais

Estudos com camundongos transgénicos acometidos pelo virus da Hepatite B
(VHB) revelaram que o estresse do RE desempenhava um papel importante na indugao
de Cyp2a5. Os autores observaram que cadeias filamentosas longas do poliptideo VHB
acumulavam-se dentro do ER, causando uma resposta inflamatoéria cronica localizada, o

que foi associado a indugao de Cyp2a5 hepatico (KIRBY et al., 1994,).

Em estudo realizado para investigar a expressao e atividade de CYPs hepaticas e
a cinética do praziquantel na infec¢ao pelo Schsitosoma mansoni, camundongos Swiss
Webster (SW) de ambos os géneros foram infectados no décimo dia pds-natal e mortos
nos dias 30 e 55 pés-infec¢ao (PI). Independentemente do sexo, a infeccdo deprimiu as
atividades de Cypla, 2b9/10, 2el e 3all no dia 55 PI, mas ndo no dia 30 PI. A
expressao do RNAm das Cyp estudadas Cypla, 2b9/10, 2el e 3all estava reduzida no
dia 55 PI, mas apenas o RNAm de Cypla2 e 3all estava reduzido 30 dias PI nas
fémeas, mas ndo nos machos. Os autores também observaram que a cinética do
praziquantel estava reduzida no dia 55 PI, mas ndo no dia 30 PI (GOTARDO et al.,
2011).
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As alteragdes de enzimas microssomais hepaticas durante a infeccdo precoce,
quando os granulomas ainda nao se formaram no figado, também foram estudadas por
Manhaes-Rocha e colaboradores (2005). O contetido total hepatico de CYPs e as
atividades de Cypla, 2b, 2a5, 2el e da UGT foram avaliadas em microssomos hepaticos
de camundongos SW e DBA-2 mortos 15 e 30 dias PI. Os niveis de CYPs e as
atividades enzimaticas ndo foram alteradas em camundongos SW ¢ DBA-2 no dia 15
PI. Porém, os niveis totais de CYP e pequenas alteragdes das atividades de Cypla, 2b e
2el foram observadas no dia 30 PI. Os resultados levam a crer que, embora haja uma
baixa regulagdo consistente e quase generalizada de CYPs na esquistossomose cronica,
alteragcdes das Cyps hepaticas na fase inicial da infeccdo sdo especificas da isoforma

Cyp e do género e linhagem do camundongo.

Ainda com relagdo ao S. mansoni, foram demonstradas alteragdes das atividades
de CYP hepaticas murinas no estdgio cronico da doenga, quando a reacdo
granulomatosa em torno dos ovos dos vermes presentes nos figados era menor e a
fibrose do tecido hepatico era intensa. Conte e colaboradores (2007) avaliaram as
atividades de CYP em camundongos SW e DBA-2 no dia 90 PI e constataram redugdes

de Cypla e 2b, bem como do teor total de Cyp em ambas as linhagens.

Camundongos infectados naturalmente por Helicobacter hepaticus desenvolvem
uma hepatite cronica ativa, levando ao carcinoma hepatocelular. A partir deste modelo,
foi examinado o impacto da infeccdo bacteriana na expressdo hepatica e atividade das
enzimas envolvidas na ativagdo de pro-carcinégenos (enzimas de fase I) e na
desentoxicagdo (enzimas de fase II). Os autores nao observaram diferencas entre os
teores totais de Cyp entre os camundongos infectados e os controles, mas a avaliagao
imunohistoquimica revelou aumento de Cypla2 e 2a5 proporcional a idade dos animais
e a gravidade da lesdo. Vale ressaltar que nos hepatdcitos onde havia superexpressao de
Cyp2a5, evidenciada por northern blotting, também se observou acumulo de
marcadores de estresse oxidativo. Com relagdo as enzimas de fase II, um aumento da
atividade e das concentracdes da proteina glutationa S-transferase (GST) foi observado
nos camundongos infectados. Diante desses resultados, os autores sugeriram que as
alteragdes de CYP e da GST poderiam contribuir para a etiologia da incidéncia tumoral
em funcdo da infeccdo por H. hepaticus, através da producdo de espécies reativas de

oxigénio (CHOMARAT et al., 1997).
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Montero et al. (1999) investigaram a capacidade do parasito Fasciola hepatica
de alterar as enzimas do hospedeiro, com o objetivo de correlacionar a infec¢do ao
desenvolvimento de tumor maligno no tecido hepatico de camundongos. Os dados
obtidos demonstraram aumento da atividade do Cyp2a5 e alteracdo da distribui¢do
hepatica da isoforma, em decorréncia do processo inflamatério e da proliferagdo do

tecido hepatico.

Para elucidar os mecanismos envolvidos na interagdo sinérgica entre a exposi¢ao
aos carcindgenos quimicos (nitrosaminas), a infestagdo hepatica pelo Opistorchis
viverrini ¢ o desenvolvimento de hepatocarcinoma, a andlise imunohistoquimica do
figado de hamsters infectados foi realizada. Os resultados mostraram que a alta
expressao de Cyp2aS nos figados parasitados poderia constituir fator de risco para o
desenvolvimento de cancer hepatico associado a hepatite parasitaria (KIRBY et al.,

1994y).

1.2.2.3- Modulac¢ao de CYP na Malaria Murina

O primeiro relato da associagdo malarica a depressao da atividade de enzimas
hepaticas data de 1970, quando McCarthy e colaboradores publicaram um estudo onde
ratos infectados com P. berghei e mortos no periodo entre 1 e 8 dias PI apresentaram
reducdo do metabolismo hepatico de etilmorfina, anilina, p-nitroanisol e hexobarbital. O
teor total de CYP hepatico também estava reduzido. Visto que foi observado que houve
reducdo das atividades das CYP hepaticas e prolongamento do tempo de sono pelo
barbiturico, os autores questionaram se as alteracdes bioquimicas seriam decorrentes da

acao do parasito ou de efeitos secunddrios provocados pela infeccao.

Em 1984, o artigo de Alvares e colaboradores (1984) sugeriu que a maldaria
poderia comprometer a capacidade metabolizadora do figado. Usando camundongos
NIH/NMRI ou A/J, os autores estudaram o efeito da infec¢do pelo P. berghei sobre as
alteracdes de CYP hepaticas e concluiram que a malaria no estagio eritrociitico podia
comprometer significativamente a capacidade do figado de metabolizar farmacos e

substancias carcinogénicas.

Uhl et al. (1999) descreveram em ratos machos Sprague-Dawley, que a malaria

(P. berghei) reduziu o teor total de CYP em comparacao com os animais controles. A
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atividade da clorzoxazona 4-hidroxilase (mediada por Cyp2el) ndo foi diferente quando
animais infectados foram comparados aos seus controles, enquanto a atividade da
testosterona-6-beta-hidroxilase (mediada por Cyp3a2) foi reduzida nos ratos infectados.
Os estudos mostraram ainda que a perda da atividade do Cyp3a2 estava associada a

reducdo da expressdo do Cyp3a2 nos animais maldricos.

Usando um modelo de maléria letal (P. berghei ANKA) em camundongos DBA-
2, De-Oliveira et al. (2006) demonstraram que as atividades da isoforma Cyp2a5 e
Cyp2el (comparados aos animais controles) estavam elevadas no estdgio avancado da
doenca, enquanto as subfamilias Cypla e Cyp2b estavam deprimidas. Em estudo
posterior, foi observado que na malaria nao letal (P. chabaudi chabaudi) na mesma
linhagem de camundongo, as atividades de Cyp2a5 estavam elevadas nos momentos de
pico das taxas de parasitemia, retornando aos valores basais com a evolu¢do da doenca
para a cura, enquanto as atividades de Cypla e 2b ndo estavam alteradas. Neste estudo,
também foi demonstrado que as atividades das enzimas de fase I, GST e UGT, ndo

eram alteradas pela infeccao letal (DE-OLIVEIRA et al., 2010).

Como os CYPs participam da ativagdo e desintoxicagcdo de xenobioticos, foi
investigado se a maldria seria capaz de modificar os efeitos de carcin6genos sobre a
medula 6ssea com o ensaio do micronlicleo. Camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6 foram infectados com P. berghei (ANKA) e tratados com ciclofosfamida
(CFA), 7,12-dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA) ou metanossulfonato nos dias 9-12 PI,
quando a parasitemia se encontrava maior ou igual a 9%. Os resultados mostraram que
os efeitos de CFA e DMBA, que dependiam de ativagao metabolica por CYP para
exercerem os seus efeitos toxicos, estavam reduzidos, enquanto o efeito do clastogeno
direto, que ndo dependia de ativagdo metabolica, estava aumentado pela infeccdo. Os
mesmos autores mostraram que a infec¢ao pelo berghei diminuiu a atividade de Cypla e
Cyp2b em microssomos hepdaticos, apoiando a hipdtese de que a redugdo da
genotoxicidade causada pela malaria estava associada a depressdao das isoformas CYP
que ativam metabolicamente a CFA (Cyp2b) e DMBA (Cypla) em seus metabdlitos
toxicos (POCA et al., 2008).

Em estudo subsequente, foi evidenciado que as atividades de Cypla, 2b, 2¢l e
3all estavam deprimidas, enquanto a atividade da UGT estava inalterada, nos figados

de camundongos machos SW infectados pelo P. berghei (ANKA), quando as
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parasitemias ultrapassavam 20%. O prolongamento do sono com o midazolam e uma
menor liberacdo de clorzoxazona também foram vistos nos camundongos infectados. A
redugdo dos niveis hepaticos do RNAm de Cypla2, 2el e 3all indicou que a malaria
deprimiu as atividades medidadas por CYP de modo pré-traducional (CARVALHO et
al., 2009).

1.2.2.4 - Modulaciao de CYP na Malaria Humana

Assim como em camundongos, ha muitos estudos clinicos no homem que
apontam a malaria como uma doenga capaz de modular o metabolismo e cinética de
xenobioticos. De acordo com esse pensamento, Trenholme et al. (1976) investigaram a
eliminagdo da quinina em cinco individuos infectados experimentalmente com uma
linhagem P. falciparum resistente a cloroquina, antes e durante a indugdo da infecgdo, e
em dois individuos antes e durante a indugdo da febre, também experimentalmente. Os
niveis plasmaticos de quinina € a propor¢do entre a quinina nao metabolizada e a
quinina e seus metabolitos aumentaram em todos os individuos parasitados, levando os

pesquisadores a concluir que a maldria prejudicava o metabolismo hepatico da quinina.

Posteriormente, Supanaranond et al. (1991) avaliaram a depuracdo sistémica do
sulfato de quinina por via oral em pacientes adultos com maléria ndo complicada pelo
P. falciparum, e confirmaram que a eliminagdo do medicamento na fase aguda da

doenga foi menor do que na fase de restabelecimento da doenca.

Em estudo clinico do mesmo grupo (EDWARDS et al., 1993) usando a
primaquina como medicamento marcador, foi observado que a sua depuracdo estava

diminuida nos pacientes com malaria pelo P. falciparum.

Em outro estudo, o artesunato foi administrado via oral (3 mg/kg) a 10 criangas
vietnamitas com idades entre 6 € 15 anos acometidas pela malaria falciparum moderada.
A quantificagdo plasmatica do farmaco foi realizada em ensaio bioldgico e sua atividade
antimalarica foi expressa como di-hidroartemisinina. O medicamento foi prontamente
absorvido e o tempo médio para alcangar o seu pico plasmatico foi de 1,7 h. Foi
observada uma grande variagdo no pico da concentra¢do plasmatica e uma variacao de
quatro vezes na area sob a curva concentragao plasmatica versus tempo. A meia-vida de

eliminacdo plasmatica era de 1 h. Apesar da dose alta, os niveis do antimalarico no
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plasma apds 12 h eram inferiores ao limite de detec¢do em todos os casos. Logo, o
artesunato via oral ¢ rapidamente absorvido e eliminado em criangas com malaria
falciparum moderada, mas deve-se levar em consideracdo as variagcdes entre oOs

individuos (BETHELL et al., 1997).

Pukrittayakamee et al. (1997) analisaram os fatores que prejudicam a liberagao
da quinina durante a maldria aguda causada pelo P. falciparum. Para isso, dezesseis
pacientes tailandeses com malaria grave ou moderadamente grave e doze no periodo de
convalescenca foram estudados. A depuracdo de quinina, dihidroquinina, antipirina,
verde de indocianina (ICG) e iotalamato foram analisadas simultaneamente e esses
valores foram relacionados a biotransformacao da quinina em seu metabolito ativo (3-
hidroxiquinina). Os resultados indicaram uma redu¢do significativa na depuragdo da
quinina, antipirina ¢ ICG e na biotransforma¢do da quinina na maldria aguda, se
comparados aos valores obtidos na convalescenga. Ja o iotalamato ndo foi afetado, ndo
tendo relacdo com a liberagdo dos outros compostos. A depuracdo da quinina total e
livre estava significativamente correlacionada com a depuragdo da antipirina, mas nao
com a de ICG. Embora a depuragdo da quinina tenha sido menos prejudicada do que a
da dihidroxiquinina na maléria aguda, as caracteristicas farmacocinéticas desses dois
compostos foram semelhantes. Os autores concluiram que a diminui¢do da depuracao da
quinina em conseqiiéncia da malaria aguda ¢ resultado de uma disfun¢do ocasionada
pela doenga na atividade das oxidases hepaticas, como o CYP3A, que causa danos na
biotransformacdo da quinina na 3-hidroxiquinina (PUKRITTAYAKAMEE et al.,
1997).

Com o objetivo de se recuperar de doencas como maldria e kwashiorkor, os
nigerianos fazem o uso de bebidas que contenham cafeina. De acordo com esta
informacao, Akinyinka ef al. (2000,) administraram uma dose oral unica de cafeina em
cinco criangas sauddveis e a cinco e sete criancas que sofriam de malaria e kwashiorkor,
respectivamente. Foram quantificados os niveis de cafeina e seus metabolitos no
plasma. Os resultados obtidos demonstraram que a concentragdo plasmatica maxima
(Cmax) da cafeina e o tempo de Cy,ax foram similares nos trés grupos. Porém, a meia vida
de elimina¢do da cafeina foi significativamente maior em criangas com malaria e
kwashiorkor do que nos controles ndo infectados. A depuragdo oral plasmatica de
cafeina nas criangas saudaveis foi maior do que naquelas com kwashiorkor e malaria.

Em todos os gruos, a paraxantina foi o principal metabdlito, estando mais elevada em
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criangas saudaveis do que em criangcas com malédria e kwashiorkor. A atividade de
CYPI1A2 foi quantificada pela razdo paraxantina/cafeina no plasma, sendo esta razdo
menor nas criangas enfermas do que nos controles. Diante desses resultados, pode-se
concluir que a cinética plasmatica da cafeina e a atividade de CYP1A2 foram

significativamente alteradas na presenca das duas enfermidades.

Ainda com relacao a eliminacao da cafeina, uma Unica dose oral de 300 mg de
cafeina foi dada a dez adultos nigerianos saudaveis e a dez adultos infectados com
maldaria aguda ndo complicada pelo P. falciparum. A quantificagdo da cafeina e seus
metabolitos foi realizada no plasma e na saliva, indicando que a sua C,,, foi semelhante
nos dois grupos; porém, a Cp,x da paraxantina, seu metabdlito, estava dimunuida nos
paciente malaricos. O gréafico da area sob a curva da concentragdo plasmatica da razao
cafeina/paraxantina versus tempo foi utilizado como indicador da atividade do
CYPIA2. A atividade desta CYP estava signifcativamente menor nos pacientes
enfermos do que nos controles saudaveis. Uma vez que a conversdao da cafeina em
paraxantina € catalisada por CYP1A2, estes resultados indicaram que a atividade desta
isoforma hepatica estava deprimida nos pacientes com malaria (AKINYINKA et al.,

2000y).

Seis pacientes voluntarios com malaria causada pelo P. falciparum e outros seis
individuos saudaveis foram estudados por Teja-Isavadharm et al. (2001). Eles
receberam uma dose Unica oral de 100 mg de artesunato e sua concentragdo plasmatica
e do seu metabolito, di-hidroartemisinina (DHA), foram quantificadas. O farmaco foi
rapidamente absorvido e hidrolisado em DHA nos pacientes enfermos, enquanto a
hidrdlise foi incompleta nos voluntarios saudaveis. Os valores de C.,x € area sob a
curva do metabolito DHA em portadores de maléria foram significativamente maiores
do que nos voluntarios quando analisados por HPLC. Quando a andlise foi realizada por
um ensaio in vitro, as diferengas foram ainda maiores. Em compensagao, as estimativas
dos parametros meia-vida e tempo até o pico sanguineo de DHA foram semelhantes nos
dois grupos de pacientes, enfermos e sauddveis. Diante desses resultados, os autores
concluiram que ndo s6 o metabolismo do medicamento contribuiu para essas diferengas,
mas também a sua capacidade de se ligar a proteinas poderia explicar as diferengas da

atividade antimalarica da artemisinina entre pacientes saudaveis e doentes.
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Um amplo estudo com criancas (3 meses a 12 anos) e adultos (18 a 60 anos)
africanos com maldria ndo complicada pelo P. falciparum com o objetivo de avaliar os
parametros farmacocinéticos do clorproguanil, da dapsona e do clorcicloguanil
(metabolito ativo do cicloguanil) foi realizado por Simpson e colaboradores (2006). A
combinacdo cicloguanil/dapsona, de rapida eliminacdo, foi apresentada como possivel
substituta da associacdo sulfadoxina/pirimetamina, que tém eliminagdo lenta, numa
tentativa de evitar resisténcia aos medicamentos. Os autores concluiram que a malaria
falciparum nao teve efeito sobre os parametros farmacocinéticos dos trés medicamentos,
quando comparados individuos adultos aos controles do experimento (individuos
residentes fora do continente africano em area nao endémica de malaria). No entanto,

houve diferengas entre os perfis farmacocinéticos de adultos e criancas.

Pérez et al. (2009) investigaram a relagdo entre a falha terapéutica com o
tratamento com a mefloquina e o estado nutricional e fenotipo e genotipo de CYP3A4
em pacientes com maldria causada pelo P. falciparum por 28 dias. Homens e mulheres
adultos de Turbo e El Bagre na Colombia foram utilizados nesse estudo. Nenhuma
diferenga estatistica foi vista entre a parasitemia de pacientes com falha no tratamento e
aqueles em que o tratamento teve €xito. As concentragdes de mefloquina sérica foram
medidas 24 h apods o tratamento e no décimo quarto dia de infeccdo. A fenotipagem
metabolica de CYP3A4 foi realizada pela determinacdo da concentracdo de
dextrometorfano (DMF) e o seu metabolito 3-metoximorfinano (3MM). A partir dos
resultados, 20% dos pacientes foram classificados como metabolizadores lentos do
medicamento (apresentaram uma concentracdo sérica maior do que 1,5 ng/mL de
DMF/3MM). A concentracao da mefloquina ap6s 24 h foi baixa em 7% dos enfermos
(apresentaram concentragdo sérica menor que 620 ng/mL, concentragdo necessaria para
impedir o desenvolvimento do parasito). Nao houve relacdo entre o fenotipo de
CYP3A4 e a concentracao de mefloquina apds 24 h de sua administragdo, mesmo apos
quatorze dias de infeccdo. Dessa forma, ndo foi possivel avaliar em maior dimensdo a
relagdo entre a resposta a terapéutica antimaldrica, atividade de CYP3A4 e estado
nutricional, pois os resultados ndo foram suficientes para justificar maiores estudos da
farmacocinética de antimalaricos na avaliagdo e controle das caracteristicas do

hospedeiro (PEREZ et al., 2009).

39



1.2.2.5 — Modulaciao de CYP em Modelos de Sepse

Como ja citamos neste trabalho, o artigo de Renton e Mannering (1976v) foi
pioneiro ao mostrar que o LPS interferia com as atividades de enzimas CYP e o teor
hepatico de CYPs totais. Artigos abordando o tema foram publicados na década de 1980
e 1990 por Sasaki et al. (1984), Stanley et al. (1988), Sewer et al. (1996), Rockich e
Blouin (1999). Todos relataram alteracdes do metabolismo hepatico em roedores que

receberam a endotoxina.

Seguindo essa linha de investigacdo, usando o modelo simples de estimulo do
sistema imune em camundongos tratados com uma ampla faixa de doses (0,05 a 20
mg/kg) do LPS, um estudo das atividades de CYP na resposta de fase aguda foi
desenvolvido no LTA. Em camundongos da linhagem DBA-2, foi observado que as
doses mais baixas (0,05 a 2 mg/kg) da endotoxina provocavam depressao das atividades
de Cyp2a5, e nao de Cypla e Cyp2b, que eram deprimidas com as doses mais altas
(EROD, 2 a 20 mg/kg, BROD, 5 a 20 mg/kg), quando Cyp2a5 ndo era alterada (POCA,
2013; DE-OLIVEIRA, dados ndo publicados).

Em modelo usado para estudar os efeitos da resposta de fase aguda (RFA) sobre
as atividades de CYP hepaticas, Saitoh et al. (1999) trataram coelhos fémeas com cinco
injecdes i.v de LPS (17 pg/kg/injec¢do) com intervalos de 1 hora. O desenho
exeprimental era composto de quatro grupos de animais, sendo, um grupo controle e
trés grupos tratados com LPS (grupo I, II e III), eutanasiados em diferentes momentos
apods o tratamento com a endotoxina. Confirmada a RFA com a evidéncia do aumento
da temperatura retal e das concentragdes plasmaticas de IL-6 e proteina C-reativa
(PCR), a farmacocinética da antipirina foi examinada antes da morte dos animais. Os
resultados mostraram que o metabolismo dependente de CYP estava suprimido na RFA
incipiente e os niveis das proteinas Cyplal e 2el estavam reduzidos, retornando ao

normal sete dias ap6s a indugdo da APR.

A antipirina, bem como o hexobarbital e a teofilina, foram utilizados como
medicamentos marcadores para avaliar o clearance de medicamentos em seres humanos
que se submeteram voluntariamente ao tratamento com LPS. O quadro de sepsis foi
evidenciado com o aumento da temperatura corpdrea e das concentragdes séricas de
TNF-a, IL-1 e IL-6, e proteinas de fase aguda. Os resultados mostraram que a reducao

do clearance dos medicamentos coincidiu com o pico sanguineo inicial de TNF e IL-6,
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levando os autores a concluirem que o processo inflamatorio tem um efeito sobre as
enzimas CYP responsaveis pelo metabolismo de xenobiodticos, mesmo quando ocorre

exposicao a baixas doses da endotoxina (SHEDLOFSKY et al., 1994).

Na ultima década, artigos relatando estudos sobre a regulagdo de CYP durante a
resposta inflamatoria provocada pela endotoxina de bactérias Gram-negativas tem sido
publicados, mostrando que o tema ainda ¢ relevante e atual, e que ainda had muito a ser

esclarecido. Alguns exemplos sao comentados a seguir.

Theken e colaboradores (2011) avaliaram a expressdao do RNAm de isoformas
das familias 2 e 4 no tecido hepatico, renal, pulmonar e cardiaco de camundongos em
diferentes momentos apos a administracdo de LPS (1 mg/kg). 24 h apds a administracao
da endotoxina, Cyp2c29, 2c44, 2j5, 4al2 e 4f13 hepaticos e renais estavam deprimidas.
A avaliacdo da formagado de ecicosanoides associada aos resultados das alteragdes de
CYP levaram os autores a concluir que a expressao de CYP durante a resposta imune

depende da isoforma, do tecido e do tempo de exposi¢do a endotoxina.

Em 2012, o grupo de Gandhi evidenciou, em camundongos C57BL/6 adultos, a
reducdo do clearance do midazolam, substrato de Cyp3a e 2¢ murinos, € da expressao e

atividade da proteina Cyp3all apos tratamento com 2 mg/kg de LPS.

Em artigo recém-publicado, Moriya e colaboradores (2014) compararam os
efeitos do tratamento com o LPS com os efeitos provocados pelo processo inflamatorio
induzido pela anafilaxia (provocada pela ovalbumina) sobre a expressdo de Cyp. Os
resultados mostraram que os niveis constitucionais do RNAm de Cypla2, 2¢29 e 3all
nao foram alterados pelo processo inflamatorio desencadeado pela anafilaxia, embora a
expressdo de TNF-a e IL-1 estivessem tdo elevados quanto nos animais que receberam
o LPS. Nestes animais, a expressdo das Cypla2, 2¢29 e 3all estava reduzida, bem

como os niveis das proteinas Cypla2 e 3a.

1.3 — Mediadores da Resposta Inflamatoria

Sir Henry Dale (1993) foi o primeiro a definir “mediador” como um composto que
deve obedecer um conjunto de critérios. Posteriormente, uma versdao modificada desse

conceito foi descrita por Dale e Foreman (1994). Os critérios utilizados por eles foram:
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ao ser aplicada, a substincia deve produzir o efeito em questdo e receptores devem estar
presentes; a via de sintese tem que estar presente € o composto deve ser originado
localmente; um mecanismo para finalizar os efeitos deve estar presente e caso haja
interferéncia em sua sintese, liberacdo ou término da acdo, a reacdo deverd ser
modificada de acordo com a alteragdo (RANG: DALE, 2011). Os mediadores

inflamatorios estudados nesse trabalho serdo as citocinas € o 6xido nitrico.

As citocinas sao mediadores liberados durante a inflamagao por células do
sitema imune. Essas moléculas sdo essenciais para a coordenagdo geral da resposta
inflamatoria. A sintese dessas moléculas ¢ suprarregulada durante quadros
inflamatorios. Normalmente, realizam suas fun¢des em concentragdes baixissimas. Em
uma célula alvo, as citocinas sdao capazes de ativar receptores especificos que também
sdo suprarregulados na inflamacdo. Além de agirem diretamente nas células, formam

outros mediadores inflamatdrios, amplificando a inflamagdo (RANG: DALE, 2011).

O NO possui propriedades anti e pro-inflamatérias. Como molécula pro-
inflamatoria, aumenta a permeabilidade vascular, a produgdo de prostaglandinas e atua
de forma eficiente como vasodilatador. Como mediador anti-inflamatério, o NO
endotelial inibe a adesdo e a agregacdo plaquetaria, bem como a adesdo de neutréfilos.
O NO também exerce acdes citotoxicas matando bactérias, fungos, virus e protozodrios,
aumetando o mecanismo de defesa local. Porém, sua superprodug¢dao pode ocasionar

danos ao hospedeiro (RANG: DALE, 2011).

1.3.1 - Citocinas

“As citocinas sao polipeptideos produzidos em resposta a microrganismos €
outros antigenos, que medeiam e regulam reagdes imunoldgicas e inflamatorias.” Em
geral, essas proteinas ndo ocorrem como moléculas pré-formadas, visto que a sintese
dessas moléculas tem inicio por novas transcri¢des genicas, que resultam da ativagao
celular. Apds a sintese, as citocinas sdo secretadas imediatamente, € se necessario,

liberadas em grande quantidade (ABBAS: LICHTMAN, 2008).

Vale destacar as caracteristicas das agdes das citocinas. Elas sdo pleiotrdpicas
(agem em diferentes tipos celulares) e redundantes (multiplas citocinas possuem os

mesmos efeitos funcionais), podendo ter agdo local ou sistémica. Na maioria das vezes,

42



a agdo das citocinas acontece em local proximo de onde foram produzidas; se na mesma
célula que as secreta, a agdo ¢ dita autocrina; se na célula vizinha, a a¢do ¢ paracrina e
se entrarem na circulacdo para atuar em local distante de onde foram produzidas, apds

producao em grande escala, a acdo ¢ dita endocrina (ABBAS: LICHTMAN, 2008).

A classificacdo das citocinas em mediadoras e reguladoras da imunidade inata
ou adaptativa, e estimuladoras da hematopoiese se da de acordo com as suas fungdes e
acOes biologicas. Durante uma resposta imune inata, as citocinas sdao produzidas,
sobretudo, por fagdcitos mononucleares em resposta aos produtos bacterianos e virais,
como o LPS e RNA de dupla fita, respectivamente. Durante uma resposta imune
adaptativa, os linfocitos T sdao as células imunes mais atuantes, por reconhecerem

especificamente os antigenos estranhos ao organismo (ABBAS: LICHTMAN, 2003).

Exemplos de citocinas sdo as interleucinas (IL), fatores de necrose tumoral
(TNF), quimiocinas, interferons (IFN) e fatores de crescimento mesenquimal. As
citocinas influem na atividade, diferenciacdo, proliferacdo e sobrevida da célula
imunolégica, assim como também regulam a produgdo e atividade de outras citocinas.
De acordo com o microambiente em que se encontram, as citocinas podem aumentar a
resposta inflamatoéria (citocinas pro-inflamatdrias, resposta Th1) ou atenué-la (citocinas
anti-inflamatorias, resposta do tipo Th2). Entre as consideradas pro-inflamatorias estao
as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e o TNF (fator de necrose tumoral). As anti-inflamatorias
sao IL-4, IL-10, IL-13 e FTCP (fator transformador de crescimento ) (SOMMER &
WHITE, 2010; CURFS et al., 1997). Tanto nos estudos em seres humanos quanto em
roedores, o equilibrio entre as citocinas pro e anti-inflamatérias € importante para o

desfecho de uma infec¢ao (OLIVEIRA et al, 2011).

1.3.1.1 - TNF-a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ produzido por varias células, como
mondcitos, macrofagos, linfocitos T e B, neutréfilos, mastocitos, células tumorais e
fibroblastos. O TNF ¢ um regulador critico para outras citocinas pré-inflamatorias,
incluindo a IL-B, IL-6 e IL-8. Na defesa normal do hospedeiro, baixos niveis de TNF-a
no soro concedem prote¢do contra agentes infecciosos, tumores e danos teciduais,

atuando também no desenvolvimento da resposta humoral em camundongos
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(PASPARAKIS et al., 1996). Contudo, uma superprodu¢do do TNF-a pode levar a
autoimunidade, malignidade e a doencas inflamatorias e imunopatologicas (BARBARA

etal., 1996; TRACEY: CERAMI, 1994).

Por exemplo, uma superproducdo do TNF-a durante uma infec¢do por bactérias
gram-negativas induz a um dano tecidual generalizado e, em muitos casos, pode levar a
morte por choque circulatorio. A importancia do TNF-a como responsavel pela
protecao e pela doenga ¢ relatada em um modelo de choque induzido por LPS em ratos,
onde a delecdo do gene do receptor do TNF-a (55kDa) ¢ totalmente protetora contra a
elevagdo da producdo do TNF-a induzida pelo LPS (PFEFFR et al., 1993; ROTHE et
al., 1993).

1.3.1.1.1 - TNF-0 na malaria

A liberacdo de citocinas pro-inflamatorias por macréfagos mediante a ruptura de
eritrocitos durante a esquizogonia, bem como a complexa interagdo com as citocinas
antiinflamatdrias, ¢ o fator provavel desencadeador da fisiopatologia da infec¢do. Uma
resposta pro-inflamatéria branda pode limitar a taxa de parasitemia do hospedeiro, mas
a resposta exacerbada podera conduzir a evolugao da doenga para o éxito letal. Estudos
da infec¢ao malarica humana pelo P. falciparum associaram os altos niveis plasmaticos
de TNF-a as complicac¢des secundarias a infec¢do, como malaria cerebral (MC), anemia
grave, hipoglicemia, lesdo hepatica e comprometimentos renal e pulmonar (ODEH,
2001; DE-SOUZA: RILEY, 2002; FERREIRA DA CRUZ et al., 2005). Por outro lado,
a evidéncia de que a administragdo de TNF recombinante a camundongos malaricos
inibiu a multiplicacdo dos parasitos no figado e no sangue, conferindo um papel de
protecao no inicio da infecc¢do, exemplifica a complexidade da questdo (SCHOFIELD et

al, 1987; TAVERNE et al, 1987; CLARK et al., 1987).

Estudos realizados em modelos murinos de maléria letal causada pelo P. berghei
demonstraram que a linhagem CBA/Ca, susceptivel a MC, tinha o TNF circulante no
soro em sua forma biologicamente ativa. Porém, na linhagem BALB/c, resistente a

maldria cerebral, a citocina estava ausente (DE-SOUZA: RILEY, 2002).

Em estudo realizado por Grau et al. (1987), apenas os camundongos infectados

com o P. berghei que possuiam niveis séricos elevados do TNF-a desenvolviam a MC.
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A utilizagdo de anticorpos monoclonais (AcM) anti- TNF-a ou anti- IFN-y impediu o
desenvolvimento das lesdes cerebrais. Além disso, também foi demonstrado que a
anemia (MILLER et al., 1989), a diseritropoiese (CLARK et al., 1990) e o aborto
associado a malaria (CLARK: CHAUDHRI, 1988) podem ser induzidos e/ou mediados
pelo TNF-a.

O TNF-a foi capaz de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro quando
adicionado a co-culturas de células mononucleares humanas e eritroticos infectados, e
de aumentar a fagocitose quando anticorpos anti-P. falciparum eram adicionados a estas

culturas (MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2001).

O anti-inflamatorio pentoxifilina (PTX) suscitou um novo interesse para o
tratamento da malaria, pois em estudos in vivo e in vitro, foi demonstrada a sua
capacidade de prevenir ou atenuar a liberagdo do TNF-a e de outras citocinas pro-
inflamatorias (HAN et al., 1990; KAMBAYASHI et al., 1995; LAUTERBACH et al.,
1995). A PTX aumenta os niveis intracelulares de adenosina 3',5'-monofosfato
ciclico (AMPc) em macrofagos, um efeito inibidor da producdo de TNF-a por estas
células (SZTRYMF et al., 2004). Além disso, o farmaco diminui os niveis de RNAm,

afetando a transcri¢ao da citocina (LIN et al., 2004).

1.3.2 — Oxido Nitrico

O NO ¢ uma importante molécula de sinalizagdo inter e intracelular que esta
envolvida na regulacdo de mecanismos patoldgicos e fisioldgicos nos sistemas imune,
cardiovascular e nervoso. O NO desempenha varios papéis nos organismos Vivos,
incluindo a regulacdo do tonus muscular no sistema vascular e agindo como um
mediador bioldgico que funciona similarmente aos neurotransmissores no sistema
nervoso. No sistema imune, o NO ¢ uma molécula importante para a defesa do
hospedeiro (AKTA, 2004). Por outro lado, a molécula também pode agir como um

agente citotoxico nos processos patologicos (ALDERTON et al., 2001).

Em concentragdes fisioldgicas, o NO inibe a agregacdo plaquetaria, a adesdo
mediada pela integrina e a expressdo genética induzida pela pro-inflamacdo, que sdo
todos os fatores que controlam a inflamacgao vascular e o dano oxidativo. Por outro lado,

em altas concentragdes, NO e dioxido de nitrogénio (NO,) podem exercer propriedades
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patogénicas, como a produ¢do de um metabolito muito toxico, peroxinitrito (ONOQO"),

que causa uma reversao dos efeitos positivos do NO (GRISHAM et al., 1999).

NO ¢ originado pela conversdo da L-arginina em L-citrulina na presenca da
familia das 6xido nitrico sintases (NOSs). Trés isoformas de NOS foram encontradas
em varios tipos celulares. A 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS ou NOS2) tem o
potencial de sintetizar altas concentragdes de NO durante processos inflamatorios em
diversos tipos celulares, como: células endoteliais, hepatocitos, mondcitos, mastocitos,
macrofagos e células musculares que foram estimuladas por citocinas ou produtos

bacterianos (XIE et al., 1992).

O NO ¢ produzido por macrdéfagos ativados por estimulos, como o LPS, que
pode ser quantificado na forma de nitrito e nitrato, uma vez que a molécula ¢ efémera e
rapidamente oxidada. A molécula pode agir como sinalizador celular, mas também
como toxina em muitos processos patoldgicos, o que ira depender da sua concentragao

nos tecidos (STUEHR e MARLETTA, 1985).

1.3.2.1 — NO na malaria

O papel do NO na maldria é ambiguo, podendo atuar tanto na resolucdo da
doenga, como na sua patogénese. O NO que ¢ produzido pelos macrofagos em resposta
a liberagdo de INF-y pelos lifocitos estimulados pelo plasmodio tem agdo proteora na
infeccdo aguda. Porém, a sua captura pela hemoglobina (presente na circulagdao
sanguinea como consequéncia da esquizogonia) permite que o parasito circule
livremente no sangue, como merozoita. Dentro da hemécia, o vactolo parasitoéforo
protege o parasito contra a acdo de moléculas externas, visto que a hemoglobina que o
circunda funciona como uma “blindagem” de protecao (LIU et al., 1998; TAYLOR-
ROBINSON: SMITH, 1999; NAHREVANIAN: DASCOMBE, 2001; SOBOLEWSKI
et al., 2005).

A baixa biodisponibilidade de NO exerce um papel na patogénese da malaria
humana, assim como na malaria cerebral experimental (MCE) causada por P. berghei
ANKA. A MCE ¢ parcialmente impossibilitada pela administragdo do doador de NO
dipropilenotriamina NONOato (DPTA-NO) em uma concentragdo de 1 mg/animal,

inclusive induz efeitos secundarios importantes, assim como uma diminui¢ao acentuada

46



da pressao arterial. Dessa forma, a investigagdo de estratégias alternativas para melhorar
a biodisponibilidade com menores efeitos colaterais também seriam eficazes na

prevencao da MCE (CABRALES et al., 2011; GRAMAGLIA et al., 2006).

Martins et al. (2012) infectaram camundongos C57BL/6, que foram tratados
duas vezes ao dia com inje¢des de bolus de L-arginina, Nco-hidroxi-nor-arginina (nor-
NOHA), tetrahidrobiopterina (BH4), isoladamente ou em conjunto, o nitrito de sédio, o

sildenafil ou sildenafil, mais DPTA-NO, comecando no dia 0 de infeccao.

A suplementacdo com L-arginina e BH4, com ou sem a inibi¢ao da arginase por
nor-NOHA, aumentou os niveis do nitrito plasmatico, mas nao foi eficaz na protegao
contra o desenvolvimento da MCE. Do mesmo modo, o tratamento com um
fornecimento continuo de L-arginina por meio de bombas osmoticas também nao
melhorou a sobrevivéncia. Resultados semelhantes foram observados com sildenafil
nitrito de sodio (que visa inibir a fosfodiesterase-5) ou com DPTA-NO. No entanto, a
administracdo do sildenafil (0,1 mg/animal) em conjunto com uma dose baixa de
DPTA-NO (0,1 mg/animal) diminuiu a incidéncia da MCE. A profilaxia combinada nao
aumentou a anemia, atrasou os efeitos das pressodes sistolica, diastolica e da pressdo
sanguinea arterial média e induziu baixos efeitos na pressdo de pulsa¢do se comparada

ao DPTA-NO (1 mg/rato) (MARTINS et al., 2012).

Os dados obtidos mostraram que o sildenafil diminui a quantidade de doadores
de NO necessarios para a prevengao da ECM, aminizano, também, os efeitos colaterais.
A administragcdo de L-arginina, em bélus ou continua e a suplementacdo em bdlus de
BH4, com ou sem a inibicdo da arginase, foram eficientes para aumentar a
biodisponibilidade de NO em camundongos infectados pelo P. berghei ANKA, mas
falhou na redugdo da incidéncia de MCE nas doses e protocolo utilizados (MARTINS et
al.,2012).

1.4 — Tratamento da malaria

A malaria ¢ uma doenga que pode ser evitada e curada. O principal proposito do
tratamento ¢ eliminar rapidamente o parasito do sangue do hospedeiro, impedindo a
evolucdo da doenca de uma forma nao complicada para a forma grave da doenca ou a

morte. Do ponto de vista da Saude Publica, o tratamento serve para impedir que a
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trasnsmissdo da infec¢do ocorra para outras pessoas € para evitar que a resisténcia aos

medicamentos se propague (WHO, 2014).

Para o tratamento da malaria falciparum, a OMS recomenda combinagdes
terapéuticas com a artemisinina. O tratamento combinado deve envolver dois principios
ativos com mecanismo de acdo diferentes, o que torna a artemisinina o medicamento de
escolha. A malaria pelo P. vivax deve ser tratada com a cloroquina associada a
primaquina nos locais onde nao ha resisténcia a cloroquina, como na maior parte do
Brasil. Nas areas onde houver resisténcia, a combinagdo artemisinina € um
medicamento de meia vida longa deve ser o tratamento de eleicdo. Para o tratamento da
maléria grave, como a MC, ¢ recomendado o artesunato injetavel (Agéncia Fiocruz de

Noticias).

A PTX como uma terapia adjunta para a malaria complicada foi inicialmente
proposta nos anos 90. A PTX ja ¢ utilizada no tratamento de doencas vasculares,
isquemia aguda cerebral, doencas infecciosas, choque septicémico, na sindrome da

angustia respiratoria e na endotoxemia (LENOBLE, 1989; ADHIKARI, 2004; JI, 2004).

O objetivo de tratar a malaria com a PTX foi justificado por alguns autores: para
desfazer as rosetas eritrocitarias (LEHMAN et al., 1997), prevenir o dano neuronal
(STOLTENBURG-DIDINGER et al., 1993), e pela capacidade de reduzir os niveis de
TNF e outras citocinas pro-inflamatérias, demonstrada em estudos in vivo e in vitro
(HAN et al., 1990; KREMSNER et al., 1991; PRADA et al., 1993; DI PERRI et al.,
1995; KAMBAYASHI et al., 1995; LAUTERBACH et al.; 1995WENISCH et al.,
1998).

A reducao dos niveis de TNF pela PTX se da em fun¢do do aumento dos niveis
intracelulares de adenosina 3'.5'-monofosfato ciclico (AMPc) em macréfagos
(SZTRYMEF et al., 2004). Além disso, o farmaco diminui os niveis do RNAm de TNF,
afetando a transcricao da citocina (LIN ez al., 2004). Além do efeito inibitorio sobre
TNF, a PTX inibe a produgado de IL-1P, IL-6, IL-8 (NEUNER et al., 1994), IFN-y e IL-
2 (RIENECK et al.,, 1993). A PTX também exerce um grande efeito inibidor de NO em
camundongos (VADIEI et al., 1996).

Em funcao do efeito inibidor da PTX sobre o TNF, foi proposto que o anti-

inflamatério poderia melhorar o curso da malaria grave (maléria cerebral) pela inibigdo
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da expressdo das moléculas de adesdo, pela regulagdo das citocinas pro-inflamatorias,
reduzindo, assim, a fixacdo dos gldbulos vermelhos infectados na parede do vaso

(LOOAREESUWAN et al., 1998).

A pesquisa na base de dados Pubmed mostrou alguns ensaios clinicos que
investigaram a eficacia da droga na malaria grave em seres humanos. Os resultados
demonstraram resultados conflitantes. Um trabalho foi realizado na India e relatou uma
redugdo significativa da duracdo do coma e da mortalidade (DAS et al., 2003). Um
estudo com criangas com maléria cerebral em Burundi também relatou uma reducao
significativa do coma, mas o tamanho das amostras era pequeno ¢ uma dose 6tima nao
pode ser estabelecida (DI PERRI et al., 1995). Os estudos conduzidos na Tailandia
(LOOAREESUWAN et al.,, 1998) e Alemanha (HEMMER et al, 1997) nao
demonstraram efeitos benéficos. O trabalho mais recente é o de LELL et al. (2010). Os
autores descrevem que criancas infectadas receberam quinina e uma infusdo continua de
PTX (10 mg/kg) por 72 h. Os resultados ndo foram animadores, visto que foi observada

uma alta taxa de mortalidade entre os pacientes que receberam o tratamento combinado.

Outros anti-inflamatoérios foram utilizados no tratamento da malaria. A
dexametasona (inibidora de citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico sintase) foi associada
a anti-maléricos, numa tentativa de reverter o processo inflamatorio da MC. Em um
estudo duplo-cego com cem pacientes comatosos, o resultado nao foi promissor, uma
vez que as taxas de mortalidade ndo foram reduzidas, o quadro comatoso ndo foi
alterado e complicagdes graves surgiram (WARELL ef al, 1982; MUNIZ-
JUNQUEIRA, 2007).

O iloprost para o tratamento da MC teve €xito em camundongos. A analise por
northern blotting do TNF, induzido pelo antigeno malarico, mostrou que a citocina foi

reduzida pelo medicamento ao nivel transcricional (SLIWA ef al., 1991).

Em modelo in vitro de MC (com cé¢lulas endoteliais derivadas de cérebro
humano), a demonstragdo do efeito anti-inflamatorio da purina LMP-420 trouxe novas
esperangas para o tratamento da MC. LMP-420 administrada prévia ou
concomitantemenete com o TNF as células, inibe a sua ativagdo e, consequentemente, a

expressao das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1 (WASSMER et al., 2005).
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Como hé semelhancas entre a patogenia da malaria e da sepse, apresentamos

alguns estudos que utilizaram a PTX para o tratamento do choque séptico.

1.5 — Tratamento da Sepse

Em prematuros, foi demonstrado que a infusdo continua da PTX (5mg/kg/h por
6 horas) durante 3 dias consecutivos diminuiu a taxa de mortalidade. Dessa forma, os
autores sugeriram que a PTX pode ser uma droga eficaz no tratamento da sepse em
prematuros, porém, um estudo duplo-cego randomizado deve ser realizado como teste

(LAUTERBACH et al., 1994).

Um estudo prospectivo comparando o grupo tratado com a PTX ao grupo
controle foi conduzido por STAUDINGER et al. (1996) com vinte e quatro pacientes
que preenchiam os critérios de choque séptico. Doze pacientes receberam PTX (grupo
tratado) e doze pacientes pareados por diagnostico, idade e género serviram como grupo
controle. A dose de 1 mg/kg por hora durante 24 h de PTX foi administrada ao grupo
tratado. Foram realizadas duas andlises sanguineas: a primeira 24 h antes do inicio do
tratamento e a segunda, 24 h depois. As andlises revelaram que o TNF estava
significativamente reduzido ap6s 24 h no grupo de pacientes com choque séptico e
tratado com o farmaco, se comparado ao grupo de pacientes que nao recebeu a PTX. Os
niveis sanguineos da citocina IL-6 foram elevados com o tratamento com o anti-
inflamatorio. Os autores concluiram que apenas a inibicdo do TNF ndo impediu que se
estabelecesse uma grave reagdo inflamatdria, embora os niveis de TNF tenham sido

reduzidos significativamente pelo tratamento com a PTX.

Além da sepse, a superprodugdo de citocinas estimulada pelo LPS leva a outros
quadros clinicos graves, como coagulacdo intravascular disseminada (DIC) e trombose
vascular. Ocorrem complicac¢des no figado, pulmdes, rins, intestinos, coragdo e musculo

liso (ABBAS: LICHTMAN, 2008).

Vale lembrar o mecanismo pelo qual o LPS ativa o sistema imune: quando
presente no sangue, a endotoxina liga-se a uma glicoproteina hepatica, LBP (LPS
binding protein - proteina ligante do LPS), compondo o complexo LPS-LBP. Quando se
liga a receptores presentes em monocitos/macrofagos (CD14), ativa estas células a

secretar citocinas pro-inflamatoérias (IL-1 e TNF-a), que imediatamente induzem a
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secrecdo de outras citocinas pro-inflamatorias (IL-6, entre outras), sendo o melhor
indicador sistémico de ativagdo da cascata inflamatéria (SHAPIRO: GELFAND, 1993
apud BIENVENU et al., 2000).

O LPS também ¢ capaz de induzir a secregdo de NO por macrofagos e outras
células, como musculo liso, células de Kupffer e hepatdcitos, agindo como um poderoso
vasodilatador, o que favorece a comunicagao entre as diferentes células imunes durante

uma RFA (BIENVENU et al., 2000; PRANDOTA, 2005).

1.5 - Anti-malaricos como substratos de CYP

Muitos medicamentos encontrados na pratica clinica sdo substratos, indutores ou
inibidores de CYP. Como CYP3A4 metaboliza muitos medicamentos, ndo causa
surpresa evidenciar que também os antimaldricos sdo substratos dessas isoformas
humanas. Os anti-malaricos substratos de CYP3A4 s3ao mefloquina, lumefantrina,
cloroquina, artesunato, artemeter, primaquina, quinina e artemisinina. A amodiaquina, a
artemisinina, a cloroquina ¢ a dapsona sdo substratos de CYP2C8. CYP2CI19
metaboliza a dapsona, o cicloguanil, o clorcicloguanil, o proguanil, a quinina e a
artemisinina (ZHANG et al., 1997, LEFEVRE: THOMSEN, 1999; FONTAINE et al.,
2000; GIAO & DE VRIES, 2001; KIM et al., 2003; PUKRITTAYAKAMEE et al.,
2003; SOUZA et al., 2008; KERB et al., 2009; SOYINKA et al., 2009; JANHA et al.,
2009).

Foi descrito que a inibigdo de enzimas da familia CYP1 ¢ capaz de provocar a
elevagdo dos niveis sanguineos da PTX e de seu metabolito 1, M-1. A inibicdo
especifica de CYP1A2 ¢ capaz de provocar a redu¢do do metabolismo da PTX ao
metabolito-6, reduzir o metabolismo do M-1 ao metabolito-7. Paralelamente, o

metabolito altamente potente M-1R ¢ produzido quando CYP1A2 ¢ inibida.
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2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo Geral

O objetivo do trabalho aqui apresentado foi investigar se a atenuacao da resposta
inflamatoria provocada pelo tratamento prolongado com a administragcdo de um anti-
inflamatério poderia reverter as alteracdes das atividades das enzimas microssosmais
hepaticas de biotransformacao de xenobioticos que sdo provocadas pela malaria letal e

na sepse em linhagem de camundongos isogénicos.

2.2 — Objetivos Especificos
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

. Investigar se o tratamento prolongado (cinco e nove dias) com diferentes
doses do anti-inflamatorio PTX poderia reverter as alteragdes das atividades
microssomais hepaticas de Cypla, Cyp2b e Cyp2a5 evidenciadas na maléria letal

provocada pelo Plasmodium berghei (ANKA);

o Investigar se as citocinas estariam associadas as altera¢des hepdticas de
Cypla, Cyp2b e Cyp2a5 observadas na malaria letal com a infec¢do pelo P. berghei
(ANKA);

. Investigar se o tratamento prolongado (nove dias) na dose de 7 mg/kg do
anti-inflamatorio PTX poderia reverter as alteracdes das atividades microssomais

hepaticas de Cypla e Cyp2b evidenciadas na sepse induzida pelo LPS de E. coli;

o Investigar se o NO estaria associado as alteracdes hepaticas de Cypla e

Cyp2b na sepse induzida pelo LPS de E. coli.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 — Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem DBA-2 com 8-11 semanas,

fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio (CECAL) da FIOCRUZ.

Durante o periodo de aclimatacio (uma a duas semanas) e em todo o
experimento, os animais foram alojados em gaiolas de plastico com tampa de ago
inoxidavel e cama de maravalha de pinho branco. As trocas das camas de maravalha,
agua e racdo foram realizadas trés vezes por semana. O ambiente foi mantido estavel
com temperatura de 23 + 2°C, umidade relativa do ar de aproximadamente 70% e ciclo

claro/escuro de doze horas (ciclo claro, de 8:00 as 20:00 h).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente e alojados em grupos de cinco a
sete animais em cada gaiola, tendo livre acesso a d4gua e alimento (ragdo para

camundongos Nuvital CR1, Nuvilab® Curitiba, PR, Brasil).

Este estudo foi examinado e aprovado pela comissio de Etica no Uso de

Animais (CEUA - FIOCRUZ). O documento se encontra anexado (Anexo 1).

3.2 — Desenho Experimental

Neste estudo, foram utilizados dois modelos animais: um modelo de malaria
murina letal utilizando o parasito patogénico para roedores P. berghei (ANKA) e um

modelo de sepse com o LPS de E. coli.
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3.2.1 - Modelo Experimental de Malaria Murina Letal - Infeccio com Plasmodium
berghei (ANKA)

Para avaliar as alteragdes de CYP decorrentes da modificacdo da resposta
imunoldgica na malaria murina pelo P. berghei, foi utilizado o medicamento anti-

inflamatorio pentoxifilina (PTX). Foram constituidos quatro grupos de animais:
1. Animais tratados com o diluente PBS
2. Animais infectados com o plasmoédio
3. Animais tratados com PTX

4. Animais infectados com o plasmodio e tratados com PTX

3.2.1.1 — Parasitos e Infeccao

O parasito utilizado foi uma espécie de plasmodio que infecta roedores de
laboratorios e provoca a doenga letal, P. berghei (ANKA). Os plasmoddios foram

mantidos em nitrogénio liquido (temperatura de — 196 °C) em solugdo de Alsever.

No momento da infeccdo dos animais, aliquotas do sangue infectado pelos
plasmdédios em solucdo de Alsever foram descongeladas, centrifugadas em
minicentrifuga 5418 Eppendorf a 400 x g por 5 min e suspendidas em salina 0,85%.
Este processo foi repetido até o desaparecimento da hemodlise. Em seguida, 200 pL
desta solucao foram administrados em dois camundongos por via i.p., que foram os

doadores dos animais do experimento.

Apo0s 24 horas deste procedimento, foi realizada a distensdo sanguinea com uma
gota de sangue retirada da cauda do doador, para estabelecer a taxa de parasitemia do
animal. O nimero de hemadcias/mL de sangue foi determinado com a contagem de
hemécias em Camara de Neubauer. Em seguida, estabeleceu-se o volume de sangue do
doador que seria usado para obter 1 x 10° eritrocitos parasitados em 200 uL de sangue.

Inoculados os animais, estabelecia-se este como o dia 0 de infec¢do (DIO).

O grupo de animais utilizado como controle da infec¢do recebeu uma injegao de

PBS i.p. no dia da infecg¢ao, DIO.
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3.2.1.2 — Tratamentos

No momento do tratamento com PTX (SIGMA P1784), o antiinflamatério foi
solubilizado em PBS e administrado como inje¢do Unica didria via i.p. durante 5
(Experimento I) ou 9 (Experimento II) dias aos animais infectados com o P. berghei ou
a animais ndo infectados. Estes ltimos constituiram o grupo utilizado como controle do
tratamento com a pentoxifilina dos animais infectados. Os animais receberam uma
injecdo unica diaria de pentoxifilina i.p. durante o0 mesmo periodo de tempo que foi

administrado para o grupo infectado e tratado.

3.2.1.3 — Experimento I

O presente trabalho foi baseado em estudo realizado para avaliar o envolvimento
de mediadores inflamatdrios (citocinas, NO e prostaglandinas) na mucosite intestinal
provocada pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11), em que ratos Swiss machos foram
tratados durante sete dias consecutivos com a PTX. O tratamento teve inicio um dia
antes da induc¢do da mucosite e as doses utilizadas foram 1,7, 5 ¢ 15 mg/kg. Os autores
observaram que a menor dose de PTX (1,7 mg/kg) era capaz de reduzir os niveis de

TNF- a nos animais (MELO et al., 2008).

Nesse sentido, foi planejado um experimento para saber se a reducdo do TNF
também seria vista na malaria murina. Como no trabalho de Melo et al. (2008) a menor
dose (1,7 mg/kg) tinha maior efeito redutor dos niveis do TNF, essa foi a dose utilizada.
Os animais do grupo malarico foram infectados com o P. berghei (ANKA) no dia 0
(DIO) do experimento (grupo II). Ja4 o grupo III, tratado com a PTX (Sigma P1784)
recebeu a dose de 1,7 mg/kg durante cinco dias a contar do dia 8 da infec¢ao (DI8) dos
animais maldricos até o dia 13 (DI13). O grupo IV foi infectado com o plasmddio no
DIO e recebeu cinco doses da PTX, com inicio em DI8 e término em DI12. O grupo I
foi composto pelos animais controles, recebendo uma tnica dose da, solugdo salina com

tampao fosfato de potassio (PBS) (Tabela 1).

O tratamento com a PTX foi iniciado no DI8 porque em experimentos
realizados anteriormente no Laboratério de Toxicologia Ambiental, foi observado que a

inibicao da atividade de BROD (Cyp2b) comecava a partir desse dia. O dia do sacrificio
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foi escolhido baseado na morte do primeiro animal do experimento, que foi no DI13,

momento em que todos os outros animais foram sacrificados.

O volume das solu¢des administrado para tratamento com a PTX foi de 8 mL/kg

de peso, correspondente a uma inje¢ao de 200 uL. para um camundongo de 25 g.

O Quadro 5 resume o que foi realizado durante todo o experimento:

Quadro 5 - Experimento I de Malaria Murina Letal: grupos e nimeros de animais,
infec¢ao, tratamento, doses e vias utilizadas

Grupo N) Infecgao Tratamento Dose, via
Controle (1) 10 B PBS 8 mL/kg via 1.p.
Infectado (II) 9 10° HP P. berghei _ 200 pL por animal
via 1.p.
Tratado (III) 9 _ PTX 1,7 8 mL/kg via s.c.
mg/kg/dia
Infectado e tratado 10 *10° HP P. berghei **PTX 1,7 *200 pL por
(Iv) mg/kg/dia animal via i.p.

**8 mL/kg via s.c.

N: nimero de animais; PBS: salina tamponada; i.p.: via intra-peritoneal; DI: dia de infec¢do; HP:
hemacias parasitadas; PTX: pentoxifilina; s.c.: via subcutanea.

3.2.1.4 — Experimento 11

Esta parte do trabalho foi realizada com base nos dados obtidos no primeiro

experimento. Com o objetivo de inibir o processo inflamatorio no nosso modelo de

maldria, e com isso provocar a inibicdo de NO e TNF, para o tratamento prolongado de

nove dias no nosso estudo, foi selecionada uma dose intermediaria de PTX, 7

mg/kg/dia.

Da mesma forma que no experimento I, o estudo compreendeu quatro grupos de

animais: infectados, tratados com PTX, tratados com PBS e infectados e tratados com

PTX.
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Da mesma forma que no Experimento I, a administragdo do anti-inflamatério
teve inicio em DIS, mas foi prolongado até DI16, porque experimentos realizados
anteriormente no LTA demonstraram que a partir deste dia, havia depressdao da
atividade de outra isosforma CYP nos camundongos DBA-2 infectados com o P.

berghei, Cyp2a5.

O volume das solugdes administrado para tratamento com a PTX foi de 8 mL/kg

de peso, correspondente a uma injecao de 200 uL. para um camundongo de 25 g.

O desenho experimental do modelo de Maldria Murina Letal usado no

Experimento II estd representado esquematicamente no Quadro 6:

Quadro 6 - Experimento II de Malaria Murina Letal: grupos e nimeros de

animais, infeccio, tratamento, doses e vias utilizadas

Grupo N) Infecgao Tratamento Dose, via
Controle 10 _ PBS 8 mL/kg via i.p.
Infectado 10 10° HP P. berghei _ 200 pL por animal

via 1.p.
Tratado 9 B PTX 7 8 mL/kg via s.c.
mg/kg/dia
Infectado e 10 *10° HP P. berghei *HAPTX 7 *200 pL por animal
mg/kg/dia via 1.p.

tratado
**8 mL/kg via s.c.

N: niimero de animais; PBS: salina tamponada; i.p.: via intra-peritoneal; DI: dia de infec¢do; HP:
hemacias parasitadas; PTX: pentoxifilina; s.c.: via subcutanea.
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3.2.2 — Modelo Experimental de Sepse — Tratamento com LPS de E. coli

O lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ¢ um elemento da parede celular
bacteriana, apenas presente nas bactérias gram-negativas, que tem a capacidade de
promover as respostas imunoldgicas inata e adquirida em seres humanos. O LPS ¢ um
ativador eficaz de macréfagos e ativador da producdo de IL-1 e TNF (o principal

mediador da lesdo induzida por LPS) pelos leucécitos (ABBAS et al, 2008).

Para fins comparativos, foi utilizado um modelo de sepse provocado pelo LPS
de E. coli sorotipo 0127:B8 (Sigma L3129, Lote 020M4012, que compreendeu quatro

grupos de animais:

1. Animais tratados com o diluente PBS
2. Animais tratados com PTX
3. Animais tratados com LPS

4. Animais tratados com PTX e desafiados com LPS

3.2.2.1 - Tratamento

Em estudo anterior realizado no LTA usando o modelo de sepse induzido pela
administracao do LPS de E. coli, foi possivel detectar a elevacao dos niveis de NO nos
soros dos animais. Nesse estudo, camundongos fémeas da linhagem DBA-2 receberam
injecdes com diversas doses da endotoxina, de 0,025 a 20 mg/kg de peso corporeo/dia.
Apods 24 h da administrag@o, os niveis de NO estavam aumentados nas maiores doses
(de 5 mg/kg até 20 mg/kg). Desse modo, selecionamos a dose de 10 mg/kg de LPS para
a realizac@o do estudo aqui apresentado (POCA, 2013).

Os animais tratados com o medicamento receberam uma dose de 7 mg/kg

diariamente por via s.c. durante nove dias.

Para o tratamento com o LPS, os animais receberam uma injecdo de 10 mg/kg

via 1.p. A solu¢do de LPS em salina 0,9% era mantida congelada a -20 °C. No momento
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do tratamento, a solugdo era levada ao banho ultra-som por 30 min. Em seguida, a
solugdo era diluida em salina 0,9% para obter a solugdo de uso e novamente era levada a

mais 30 min no banho ultra-som.

Os animais que foram tratados com PTX e desafiados com o LPS, receberam as
injecdes diarias de 7 mg/kg de PTX via s.c. e no oitavo dia do tratamento com PTX,
receberam uma injecao inica de LPS10 mg/kg via i.p. A solugdo de LPS foi preparada

como descrita acicma.

Os animais controles do experimento receberam uma injecao unica de PBS no 8°

dia do tratamento dos grupos tratados com PTX.

O desenho experimental do estudo usando a sepse como modelo de processo

inflamatorio estd representado esquematicamente no Quadro 7.

Quadro 7 — Modelo Experimental de Sepse: grupos e numeros de animais,

tratamentos, doses e vias utilizadas

Grupo (N) Tratamento Dose, via
Controle 11 PBS 8 mL/kg via i.p.
Tratado com PTX 11 PTX 7 mg/kg/dia 8 mL/kg via s.c.
Tratado com LPS 11 LPS 10 mg/kg 8 mL/kg via i.p
Tratado com PTX e LPS 11 *PTX 7 mg/kg/dia *8 mL/kg via s.c.
**LPS 10 mg/kg **8 mL/kg via i.p. s.c.

N: nimero de animais; PBS: salina tamponada; via i.p.: via intra-peritoneal; PTX: pentoxifilina; via s.c.:
via subcut:anea; LPS: lipopolissacarideo de E. coli.

3.3- Acompanhamento das Taxas de Parasitemia

A evolucao da infecgdo malérica foi acompanhada com o estabelecimento das
taxas de parasitemia através da analise microscopica da distensao sanguinea dos animais

infectados nos dias pods-infeccdo e observacdo da evolugdo clinica da doenga. As
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distensdes sanguineas foram preparadas com uma gota de sangue retirada da ponta da
cauda do animal infectado. A coloracdo das laminas foi feita pelo método Romanowski
com o kit de corantes Panoptico Réapido (Laborclin®, Pinhais, PR, Brasil). A
microscopia foi realizada utilizando microscopio dptico sob imersao na objetiva de 100
x. Ao menos mil células foram contadas em diferentes campos para estabelecer a taxa

de parasitemia de cada animal.

A porcentagem de hemacias parasitadas foi calculada dividindo o nimero de
hemacias parasitadas pelo niimero total de hemacias e multiplicando por cem, com a

seguinte formula:

% HP = Numero de hemécias parasitadas / Numero total de hemacias x 100

3.4 — Eutanasia

A eutanasia dos animais ocorreu 24 h apds o ultimo tratamento no caso dos
animais tratados com PTX ou LPS. Nos experimentos de maldria, a eutandsia ocorreu
nos dias especificados para cada um dos dois experimentos, 13° dia para o Experimento

I de malaria e 17° dia para o Experimento II.

Nos experimentos de maldria e sepse, anteriormente a eutanasia, o sangue foi
coletado do plexo orbitario. Em seguida, os animais foram mortos por deslocamento
cervical. O soro foi separado por centrifugacao a 5.000 rpm durante vinte minutos em
minicentrifuga 5418 Eppendorf. As amostras de soro foram acondicionadas em tubos
proprios para criogenia e armazenadas a — 196 °C (nitrogénio liquido) até o momento
das analises. Os figados foram rapidamente removidos, postos em placas de Petri de
vidro mantidas sobre gelo em uma caixa de isopor e pesados. Os 6rgaos foram, entdo,
embrulhados em papel laminado, identificados e congelados em nitrogénio liquido (-

196 °C) para utilizag@o posterior. Depois de pesados, os bacos foram descartados.

3.5—- Preparo da fracio microssomal

As fragdes microssomais hepaticas contendo as enzimas ligadas ao reticulo

endoplasmatico liso, incluindo as enzimas CYP, foram obtidas para o estudo das
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atividades enzimaticas, basicamente como descrito por De-Oliveira et al. (1997), como

¢ relatado resumidamente a seguir.

Para o preparo da fragdo microssomal, os figados foram retirados do nitrogénio
liquido e descongelados em banho de gelo. Posteriormente, os 6rgdos foram pesados,
lavados com uma solugdo de sacarose 250 mM e secos com papel de filtro. Os 6rgaos
foram homogeneizados com solugao Tris 100 mM KCI 150 mM pH 7,4 em
homogeneizador do tipo Potter-Elvejhem a uma velocidade de 1200 rpm, utilizando o
volume correspondente a quatro vezes o peso do figado do animal. Em seguida, o
homogeneizado hepatico foi levado a centrifugagdo a 9.000 x g por 30 min a 4 °C. Apos
este processo, o sobrenadante contendo todos os componentes citosolicos foi levado a
ultracentrifugacao a 100.000 x g por 60 min a 4 °C. Em seguida, o sedimento obtido foi
homogeneizado a uma velocidade de 250 rpm em Tampao Fosfato de Potassio 100 mM
com 20 % de glicerol ¢ EDTA 1 mM pH 7,4. A fracdo microssomal obtida foi
distribuida em tubos proprios para criogenia € levados ao nitrogénio liquido para o

congelamento até o0 momento de uso.

3.6 — Quantificacio de proteinas

A concentragdo total de proteina microssomal foi determinada antes da
realizagdo dos ensaios das atividades enzimaticas, de acordo com o método descrito por
BRADFORD (1976). Foi utilizado padrao de proteina (SIGMA P5619), reagente de
Bradford (Sigma B6916) e solugdo fosfato de potassio monobasico 50 mM e NaCl 150
mM pH 7,2 como tampao.

A leitura de absorvancia foi feita a 595 nm no espectrofotdmetro Molecular
Devices ® Spectra max plus384, usando o software Softmax Pro versao 4.0. As leituras
foram feitas em microplacas de 96 pogos. As medidas foram realizadas em triplicata e a

concentragdo de proteinas foi expressa em mg de proteina/mL de fragdo microssomal.

3.7- Atividades de CYP

As atividades hepaticas das isoformas Cyp2a5, Cyp2b9/10 e Cyplal/2 foram

avaliadas usando ensaios espectrofluorimétricos ja padronizados no LTA.
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3.7.1 — Atividade da Cyp2a$S
3.7.1.1 - Ensaio da Cumarina 7-Hidroxilase na Cubeta

O ensaio da cumarina-7-hidroxilase (COH), especifico para CYP2AS5 murina, foi
utilizado neste estudo (VAN IERSEL et a/, 1994). Tubos de ensaio de vidro contendo
Tampao Tris 50 mM pH 7.4, cumarina 10 uM (substrato da reacao, SIGMA C4261) e
0,4 mg de proteinas da fracdo microssomal foram levados a um banho-maria com
agitacdo mantido a 37°C. Para iniciar a rea¢do, uma solucao regeneradora de NADPH
para fornecer B-NADP (SIGMA N0505) 0,5 mM, D-glicose-6-fosfato (SIGMA, G7250)
10 mM, 0,5 U/mL de glicose 6-fosfato desidrogenase (SIGMA G6378) e cloreto de
magnésio (MERCK 1.05833.1000) 10 mM foi adicionada a todos os tubos a intervalos
regulares. Apds 10 min, a reagao foi interrompida com a adigdo de HCI 2N. O produto
da reagdo (umbeliferona ou 7-hidroxicumarina) foi extraido com cloroférmio,
estabilizado em solugdo de glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4 e, em cubeta de quartzo,
levado a quantificagio em espectrofluorimetro (Shimadzu RF5301 PC®) com
parametros estabelecidos em 355 e 460 nm para os comprimentos de onda de excitagdo
e emissdo, respectivamente, ¢ 3 nm para a abertura de fenda. Uma curva padrao com
umbeliferona (SIGMA U-7626) era construida para calcular a concentragdo do produto
da reag¢do. A atividade da COH foi expressa como picomoles de umbeliferona / mg de

proteina / min.

3.7.1.2 — Ensaio da Cumarina 7-Hidroxilase na Microplaca

O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos. A concentragdao do substrato,
cumarina, no po¢o da microplaca onde ocorre a reacao foi de 10 uM e a quantidade de

proteinas da fracdo microssomal, 0,040 mg. O tampao utilizado foi Tris 50 mM pH 7.4.

Apb6s um periodo de pré-incubagcdo de 3 minutos em banho com agitacdo
(Heto®) a 37°C, a reagdo teve inicio com a adi¢ao do sistema regenerador de NADPH,
como descrito acima. Decorridos 10 minutos, a reacao foi interrompida pela adi¢ao de
acido tricloroacético (MERCK 1.00807.0250) 10%. A fluorescéncia produzida pela
umbeliferona foi mensurada em espectrofluorimetro para microplaca modelo

Spectramax GeminiXS (Molecular Devices®), usando software Softmax Pro versdo 4.0,
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com os parametros de excitagdo e emissdo fixados em 355 e 460 nm respectivamente, e

precisdo normal.

Uma curva padrdo com solu¢do de umbeliferona 1 uM em solugdo tampao
glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4 foi usada para o célculo da atividade de COH. A reacdo
para cada amostra foi realizada em triplicata e a atividade enzimadtica expressa como

picomoles de umbeliferona / minuto / miligrama de proteina

3.7.2 — Atividades da Cyplal/2 e Cyp2b9/10

3.7.2.1 - Ensaios da benziloxiresorufina-O-desbenzilase e etoxiresorufina-O-

desetilase

As atividades de benziloxi- (BROD, Cyp2b9/10) e etoxi- (EROD, Cyplal/2)
resorufina-O-desalquilases foram determinadas em microplacas de 96 pogos, como
descrito por Kennedy e Jones (1994), com algumas modificagdes. A concentracao dos
substratos (benziloxiresorufina para a reacdo de BROD - SIGMA B1532 - e
etoxiresorufina para EROD — SIGMA E3763) no pog¢o da microplaca onde ocorre a
reacdo foi de 5 uM e a quantidade de proteinas da fracdo microssomal, 0,025 mg. O
tampao utilizado foi tampao fosfato dibasico (K;HPO4) 50 mM pH 7,8. A reacdo foi
iniciada com a adicdo do sistema regenerador de NADPH (glicose-6-fosfato 5 mM; B-
NADP 0,25 mM; MgCl, 2,5 mM; glicose-6-fosfato-desidrogenase 0,5 U/mL), e apos
transcorridos 10 min, a reacao foi interrompida com a adi¢do de acetonitrila (TEDIA
AS1122-001). O produto da reagdo ¢ a resorufina que foi quantificada em
espectrofluorimetro para microplacas da Molecular Devices modelo Spectramax Gemini
XS e software Softmax Pro versdo 4.0 para Macintosh e Windows, com comprimentos
de onda de excitagdo e emissdao de 530 e 590 nm, respectivamente. Uma curva padrao
com solugdo de resorufina (SIGMA R3257) 1 uM em solugao tampao fosfato dibasico
(K,HPO4) 50 mM pH 7.,8. As atividades de BROD e EROD foram expressas como

picomoles de resorufina / mg de proteina / min.
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3.8 - Quantificacio dos Niveis de Oxido Nitrico no Soro

Os niveis totais de oxido nitrico foram quantificados como nitrito e nitrato e
determinados no soro dos animais com a reagdo de Griess (1879). O nitrato presente no
soro, com a adi¢do da enzima nitrato redutase, foi reduzido a nitrito como descrito por
Schmidt et al. (1989). Foram construidas duas curvas padrdao, uma para o nitrito com
nitrito de sodio (MERCK 1.06544.1000) e outra para o nitrato, com o nitrato de soédio
(SIGMA S5506), sendo os resultados expressos como uM de nitrito.

3.8.1 - Curva Padrao de Nitrito

Para a constru¢do da curva de nitrito, foi preparada uma solucdao de nitrito de
sodio 0,2 mM em agua milliQ. A partr dessa solugdo, foram feitas dilui¢des seriadas de
1:2 em 4gua milliQ, de modo a compor um total de onze concentragdes que foram de
0,2 mM até 0,1953 uM. As diferentes dilui¢des foram transferidas (50 pL) a micropogos
de uma placa de 96 pogos e ao branco foi adicionada dgua milliQ, sempre em triplicata.
Em seguida, foi adicionado aos pocos da microplaca, o reagente de Griess (50 pL),
preparado como uma solucdo constituida de partes iguais de sulfanilamida (SIGMA
S9251) 2% em 4cido fosforico (FLUKA 79606) 5%, dicloridrato de N-I-
naftilenodiamino (NEED, SIGMA N9125) 0,2% em &4gua milliQ, acido fosforico 5%
em agua milliQ e 4gua milliQ. A microplaca foi levada a leitura da absorvancia em
espectrofotometro para leitura em microplacas (Molecular Devices ® Spectra max
plus384 ®), com comprimento de onda fixado em 540 nm, usando o software Softmax

Pro versao 4.0 para Macintosh® e Windows®.

3.8.2 - Curva Padrao de Nitrato

Para a construcdo da curva de nitrato, foi construida com uma solucdo de nitrato
de sodio 0,4 mM em agua milliQ e diluigdes seriadas de 1:2, de modo a compor um
total de onze concentragdes que foram de 0,2 mM até 0,1953 uM. As diluigdes foram
transferidas (40 puL) a micropogos de uma placa de 96 pogos e ao branco foi adicionado
agua milliQ, sempre em triplicata. Em seguida, 40 uL de um coquetel constituido de

nitrato redutase (SIGMA N7265) 4 U/mL, NADPH (SIGMA N1630) 1 mg/mL, tampao
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KH,PO4 0,2 M pH 7,5 e agua milliQ foram acrescentados a todos os pocos da
microplaca, que foi levada a incubagdo overnight (16 horas) a 37°C. No final da
incubacao, 80 puL do reagente de Griess foi adicionado a todos os pocgos, € a absorvancia
registrada em espectrofotdmetro para microplacas (Molecular Devices ® Spectra max
plus384 ®), com comprimento de onda fixado em 540 nm, usando o software Softmax

Pro versao 4.0 para Macintosh® e Windows®.

3.8.3 - Quantificacdo de Nitrito nas Amostras de Soro

Nos pogos restantes da microplaca que foi utilizada para construir a curva
padrdo de nitrato foram adicionados, também em triplicata, 40 uL das amostras de soro
e 40 uL do coquetel, como descrito acima. Ao final do periodo de incubagao (overnight)
a 37 °C, o reagente de Griess foi adicionado (80 MI) e a leitura da absorbancia ocorreu

como descrito acima para as curvas padrdo de nitrito e nitrato.

3.9 — Dosagem das citocinas

Inicialmente, a analise dos niveis séricos do TNF foi realizada por citometria de
fluxo, com a vantagem de conseguir avaliar outras citocinas, mas obtivemos muitos
resultados negativos, o que dificultou a interpretacdo dos resultados. Dessa forma, no
Experimento II, decidimos utilizar outro método para a detec¢do do TNF, o ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

3.9.1 — Citometria de Fluxo

A dosagem das citocinas foi realizada com o kit comercial da Becton &
Dickinson® — BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/TH17 Cytokine Kit,
(Referéncia 560485), para a deteccao das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-g, TNF, IL-17

e IL-10 em soro e sobrenadante de cultura de células de camundongos.

O procedimento seguiu em linhas gerais as instru¢des do fabricante. A partir
deste kit, beads magnéticas de tamanho conhecido conjugadas com anticorpos

conjugados com fluoréforo em diferentes quantidades se ligam as diferentes citocinas e

65



emitem intensidades de fluorescéncia diferentes, que sdo detectadas em citdmetro de

fluxo no filtro FL3 ou FL4. Os resultados foram expressos em pg/mL.

3.9.2 - ELISA

A deteccdo da produgdo de TNF por ELISA foi realizada com o kit BD Opteia
Mouse TNF (Mono/Mono) ELISA Set (BD Bioscience), segundo as intrugdes do

fabricante.

Foram utilizadas placas de 96 pogos de poliestireno que foram sensibilizadas
com 100 pL da solugdo de anticorpo monoclonal Anti-TNF de camundongos duluida no
tampao de revestimento. As placas foram seladas com parafilm e incubadas overnight

(16 horas) a 4°C.

Posteriormente, o liquido foi retirado e as placas foram lavadas por trés vezes
com o tampao de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20). Ap6s a tltima lavagem, as
placas foram invertidas no papel absorvente para a remo¢do de qualquer tampao
residual, bloqueadas com 200 pL do diluente do ensaio (PBS com 10% de soro fetal

bovino — SFB) e incubadas a temperatura ambiente por 1 h.

Finalizado o periodo de incubacdo, o liquido foi retirado e as placas foram
lavadas por trés vezes. Removido o tampao residual, foram adicionados 100 pL das
amostras por pogo, € as solugdes que iriam compor a curva padrao de TNF (1000 pg/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml e 15,6 pg/ml de padrao de
TNF), sempre em triplicata. As placas foram seladas e incubadas a temperatura

ambiente por 2 h.

O liquido foi retirado e as placas foram lavadas por cinco vezes, sendo removido
o tampao residual. Foram adicionados 100 pL. de uma solucao contendo o anticorpo de
deteccao mais o reagente estreptavidina-HRP. As placas foram seladas e incubadas a
temperatura ambiente por 1 h. O liquido foi retirado e as placas foram lavadas por sete

vezes. [gualmente como nas outras etapas, o tampao residual foi removido.

Foram adicionados 100 pL da solu¢ao do substrato (tetrametilbenzidina, TMB,
mais peroxido de hidrogénio) e as placas foram incubadas a temperatura ambiente sem

o parafilm por 30 min. Foram adicionados 50 pL da solu¢cdo H;PO4 (1M). Em seguida, a
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leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotometro Molecular Devices® Spectra

max plus384, usando o software Sofimax Pro versdo 4.0 a 450 nm.

3.10 — Analises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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4 - RESULTADOS
4.1 — Experimento I

4.1.1 — Estado geral dos animais
A infeccdo dos camundongos DBA-2 fémeas com P. berghei (ANKA) avancou
progressivamente com o aumento da parasitemia e piora dos sinais da doenca. Os sinais

especificos da malaria comegaram a aparecer a partir do DI6.

No dia da eutanasia, os camundongos infectados apresentaram perda de peso
acentuada com relacdo ao peso no dia 0 de infec¢do (DIO), assim como sinais da
progressdo da infec¢do, como piloerecdo, taquipnéia e hipoatividade. Os oOrgaos
removidos para o estudo estavam de acordo com as alteracdes observadas na malaria:

bacos e figados aumentados e com coloragdo escura (deposito do pigmento malarico).

Os animais que receberam a PTX mostraram hiperatividade a partir do terceiro
dia. Os animais infectados e tratados também exibiram os sinais caracteristicos da

doenca (piloerecao, taquipnéia e hipoatividade).

4.1.2. — Mortalidade

Os animais controles apresentaram um percentual de sobrevivéncia de 100%,
ndo havendo mortes. O grupo dos animais infectados teve um percentual de
sobrevivéncia de 90%, uma vez que houve perda de um animal, de um total de 10
animais. A perda ocorreu no DI13, sendo este o dia escolhido para a eutandsia dos
demais animais. Nao foram registradas perdas de animias no grupo infectado e tratado,
sendo, portanto a taxa de sorbevivéncia de 100%. J& no grupo dos animais tratados com
o anti-inflamatdrio, houve uma perda em DI11, sendo, portanto, a sobrevivéncia de 90%
(N inicial = 10). A sobrevivéncia dos quatro grupos de animais estd representada na

Figura 6.
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Fig. 6 — Sobrevivéncia das fémeas DBA-2 infectadas por via i.p. com 10° hemécias parasitadas com P.
berghei (ANKA) (M, N=10), tratadas com pentoxifilina 1,7 mg/kg s.c. durante cinco dias (MP, N=10) e

infectadas com o plasmoédio e tratadas com a PTX na mesma dose (MP, N=10).
4.1.3 - Parasitemias

As taxas de parasitemia alcancaram as médias de 17,81% nos camundongos
infectados i.p. com 10° hemécias parasitadas com P. berghei (ANKA) e de 19,93% nos
camundongos infectados e tratados com pentoxifilina na dose de 1,7 mg/kg s.c. durante
cinco dias. Os resultados mostraram que nao houve interagdo entre a infec¢do e o

tratamento (Figura 7).
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Fig. 7 - Médias das taxas de parasitemia das fémeas DBA-2 infectadas com 10° HP com P. berghei (M,
N=9) e infectadas e tratadas com a pentoxifilina 1,7 mg/kg s.c. durante cinco dias (MP, N=9) do inicio do
tratamento com o anti-inflamatoério (DIS) até o dia da eutanasia (DI13). As taxas de parasitemia apenas
dos animais infectados estdo representadas em marrom e as dos animais infectados e tratados com P estdo

representadas em roxo. A andlise estatistica foi ANOVA a dois critérios.
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4.1.3.2 — Parasitemia por Animal

As parasitemias de cada animal estudado no experimento nos grupos dos
animais infectados e nos infectados e tratados com a PTX encontram-se representadas

em graficos nas figuras 8 e 9.

Os animais nos dois grupos apresentaram uma curva ascendente com o aumento

diario da parasitemia.
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Fig. 8 — Parasitemias das fémeas DBA-2 infectadas com 10° HP do P. berghei ANKA (N=9).

Parasitemias
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Fig. 9 — Parasitemias das fémeas DBA-2 infectadas com 10° HP do P. berghei ANKA e tratadas com a
PTX (dose de 1,7 mg/kg) durante cinco dias (N=10).
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4.1.4 — Peso dos animais

Avaliamos a evolugdo do peso corporal dos animais durante a evolucdo da
doenca. A Figura 10 representa as diferencgas de peso corporal entre o dia do sacrificio
(DI13) e o DIO em cada grupo de animais. O grupo controle (C, N=10) que recebeu
apenas o PBS teve um ganho de peso de 0,98 g de peso; o grupo dos infectados com o
plasmoddio (M, N=9) apresentou perda de peso de 1,32 g; o grupo tratado com PTX 1,7
mg/dia s.c. durante cinco dias (P, N=9) apresentou um aumento de peso de 0,38 g e o
grupo infectado com o plasmédio e tratado com PTX (MP, N= 10) teve perda de peso
de 2,14 g. De acordo com os dados obtidos, ambos os grupos apenas infectado e
infectado e tratado com PTX perderam peso, sendo que o grupo infectado e tratado com
PTX apresentou uma perda de peso mais acentuada (quase duas vezes maior) do que foi

visto nos animais apenas infectados.

A analise estatistica (ANOVA, seguida do teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni) da evolugdo ponderal dos quatro grupos estudados mostrou que a evolugdo
ponderal dos animais infectados pelo P. berghei e os infectados e tratados com PTX
diferiram do grupo controle. Do mesmo modo, a evolugdo de peso do grupo infectado e

tratado com PTX diferiu dos animais tratados apenas com a PTX (Fig. 10).
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Fig. 10 - Médias do ganho de peso corporal (g) entre o dia da eutanasia (DI13) e o DIO de infeccdo das fémeas
DBA-2 controles (C, N=10), infectadas por via i.p. com 10° hemécias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M,
N=9), tratadas com pentoxifilina 1,7 mg/kg s.c. durante cinco dias (P, N=9) ¢ infectadas com o plasmédio
e tratadas com a PTX na mesma dose (MP, N=10). Os resultados estdo apresentados como média+EPM. A

andlise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (P<0,05): a: médias

diferem dos controles e b: médias diferem dos tratados com PTX.
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4.1.5 — Peso dos orgaos
4.1.5.1 — Peso Absoluto

O peso médio absoluto dos figados nos camundongos DBA-2 infectados com
10° HP (1,34 g, N=9) no DI13, momento em que os animais foram mortos, foi maior do
que nos animais controles (1,00 g, N=10). Nos animais tratados com PTX e nos que
receberam a PTX apo6s a infecgdo pelo P. berghei, os pesos dos figados nao diferiram

dos animais ndo infectados e nao tratados (Fig. 11).

O aumento do peso médio absoluto dos bacos nos camundongos DBA-2
infectados com o plasmddio (0,6 g, N=9) foi 6,5 vezes maior que os valores dos
controles (0,086 g, N=10). Peso médio semelhante aos controles foi observado nos
animais que receberam apenas a PTX, 0,085 mg (N=9). Os infectados com o P. berghei
e tratados com o antiinflamatorio apresentaram pesos médios absolutos dos bagos de

0,28 g (N=10), metade do valor encontrado para os animais malaricos (Fig. 12).

As diferengas dos pesos dos figados e dos bagos entre os grupos dos animais
estudados foram analisadas pela ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de

Bonferroni. As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.
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Fig. 11. Pesos médios absolutos dos figados das fémeas DBA-2 controles (C, N=10) que receberam PBS,
infectadas com 10° hemécias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M, N=9), tratadas com a pentoxifilina
1,7 mg/kg s.c. durante cinco dias (P; N=9) ¢ malaricas tratadas com a pentoxifilina na mesma dose (MP;
N=10). A analise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Bonferroni (P<0,05): a: médias diferem

dos controles e b: médias diferem dos infectados.
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Fig. 12 - Pesos médios absolutos dos bagos das fémeas DBA-2 controles (C, N=10) que receberam PBS,
infectadas com 10° hemécias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M, N=9), tratadas com a pentoxifilina
1,7 mg/kg s.c. durante cinco dias (P; N=9) e malaricas tratadas com a pentoxifilina na mesma dose (MP;
N=10). A analise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Bonferroni (P<0,05): a: médias diferem

dos controles; b: médias diferem das infectadas e ¢: médias diferem das tratadas com pentoxifilina.
4.1.5.2 — Pesos Relativos

Com relagdo ao peso relativo dos figados, os animais infectados (0,07167 g +
0,004) diferiram dos animais controle (0,0496 g + 0,001). Nos animais que foram
apenas tratados com a PTX o peso relativo médio foi de 0,0484 g + 0,002. O tratamento
com a PTX nos animais infectados ocasionou uma diminui¢do significativa do peso
relativo dos figados com relagdo aos animais apenas infectados (0,0561 g + 0,003) (Fig.

13).
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Fig. 13 - Pesos relativos dos figados das fémeas DBA-2 controles (C, N=10) que receberam PBS,
infectadas com 10° hemécias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M, N=9), tratadas com a pentoxifilina
1,7 mg/kg s.c. durante cinco dias (P; N=9) e malaricas tratadas com a pentoxifilina na mesma dose (MP;
N=10). A analise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Bonferroni (P<0,05): a: médias diferem

dos controles e b: médias diferem das infectadas.
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O peso relativo dos bagos nos animais controle foi de 0,0043 g + 0,00015. Os
animais infectados apresentaram um aumento significativo do peso relativo dos bagos
(0,5589g+0,04721) com relagdo aos animais controles. O grupo que recebeu o farmaco
teve o peso relativo dos bacos de 0,004 g + 0,0002108. Ja o peso relativo dos animais
infectados que receberam o tratamento com a PTX (0,3070 g + 0,02409) apresentou um
aumento significativo com relagdo aos controles nao-infectados e uma diminuigdo,

também significativa, com relacdo aos animais apenas doentes (Fig. 14).
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Fig. 14 - Pesos relativos dos bagos das fémeas DBA-2 controles (C, N=10) que receberam PBS, infectadas
com 10° hemécias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M, N=9), tratadas com a pentoxifilina 1,7 mg/kg
s.c. durante cinco dias (P; N=9) e malaricas tratadas com a pentoxifilina na mesma dose (MP; N=10). A
analise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Bonferroni (P<0,05): a: médias diferem dos

controles; b: médias diferem das infectadas e ¢: médias diferem das tratadas com pentoxifilina.

4.1.5— Atividades enzimaticas

As atividades enzimaticas nos figados dos animais que constituiram os grupos

experimentais estdo descritas a seguir.

4.1.5.1 Atividades das alcoxi-resorufinas O-desalquilases

As atividades das alcoxi-resorufinas—O-desalquilases - etoxi-resorufina-O-
desetilase (EROD), marcadora de Cyplal/2 e benziloxiresorufina-O-desbenzilase
(BROD), marcadora de Cyp2b9/10 — nas fragdes microssomais hepdaticas das fémeas
DBA-2 estdo expressas como picomoles de resorufina/ mg de proteina / min e

representadas nas Figuras 15 e 16, respectivamente.
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Nesta etapa do presente trabalho, a atividade catalitica de Cypla (EROD) nos
camundongos infectados (50,66+10,10) foi, aparentemente, menor do que as registradas
no grupo dos camundongos nao infectados (81,9+14,2). Os animais que receberam
apenas a pentoxifilina tiveram atividade de EROD igual 57,35£13,41 e os animais
infectados e tratados, de 53,09+4,97. A analise estatistica nao detectou diferencas entre

os grupos (ANOVA: P>0,05) (Fig. 15).
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Fig. 15 - — Médias das atividades de Cyplal/2 (EROD, picomoles de resorufina/mg ptn/min) nas fragdes
microssomais hepaticas de camundongos DBA-2 (fémeas) controles (C, N=10) que receberam apenas
PBS i.p., infectadas com 10° hemacias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9), tratadas com a
dose de 1,7 mg/kg de pentoxifilina (P, N=9) s.c. e infectadas com o plasmddio e tratadas com a mesma

dose do anti-inflamatorio (MP; N=10). A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA (P>0,05).

A dose de 1,7 mg/kg de PTX administrada pela via s.c. durante 5 dias induziu as
atividades de Cyp2b (BROD) nos camundongos apenas tratados com o anti-
inflamatoério (105,5+7,04, N=9), quando comparados aos seus controles, que receberam
apenas o PBS, diluente da pentoxifilina (67,75+6,64, N=10). A infeccdo maldrica
associada ao tratamento com a PTX (90,67+6,67, N=10) aumentou a atividade de
BROD em relagdo aos animais infectados, cujas atividades de Cyp2b foram de
60,06+8,58. A analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni. Os resultados foram considerados significativos quando

P<0,05 (Fig. 16).
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Fig 16 - Médias das atividades de Cyp2b9/10 (BROD, picomoles de resorufina/mg ptn/min) nas fragdes
microssomais hepaticas de camundongos DBA-2 (fémeas) controles (C, N=10) que receberam apenas
PBS i.p., infectadas com 10° hemacias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9), tratadas com a
dose de 1,7 mg/kg s.c. de pentoxifilina (P, N=9) e infectadas com o plasmddio e tratadas com a mesma
dose do anti-inflamatorio (MP; N=10). A analise estatistica foi realizada pela ANOVA seguida do teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni, sendo considerada significativa quando P<0,05: a: médias

diferem dos controles e b: médias diferem das infectadas.

4.1.5.2 - Atividade da cumarina 7-hidroxilase

Ha uma grande diferenga na expressao de Cyp2a5 entre as linhagens murinas,
porém, como ja mencionamos anteriormente, ¢ sabido que a linhagem DBA-2 ¢ a que
melhor expressa essa isoforma. Neste estudo, as atividades da cumarina 7-hidroxilase
(COH, marcadora de Cyp2a5) ndo foram alteradas pela infec¢ao (173,1£26,36) quando
analisadas no DI13 da evolugdo da doenca, pelo tratamento com a PTX (156,4+19,49)
ou pela combinacdo da infeccdo e o antiinflamatério (156,5+18,15). Os controles
apresentaram a atividade de 204,0+27,25 (ANOVA, P>0,05) (Fig. 17). As atividades da

COH sdo expressas como picomoles de umbeliferona/ mg/ ptn/min.
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Fig 17 - Médias das atividades de Cyp2a5 (picomoles de umbeliferona/mg ptn/min) nas fragdes
microssomais hepaticas de camundongos DBA-2 (fémeas) controles (C, N=10) que receberam apenas
PBS i.p., infectadas com 10° hemacias parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9), tratadas com a
dose de 1,7 mg/kg s.c. de pentoxifilina (P, N=9) e infectadas com o plasmddio e tratadas com a mesma

dose do anti-inflamatorio (MP; N=10). A analise estatistica foi realizada pela ANOVA(P>0,05).

4.1.6 - Niveis séricos de Citocinas

Os niveis séricos das citocinas TNF, IL-2, IL-6, IFN e IL-17A estdo

representados nas figuras abaixo.

4.1.6.1 - TNF

A andlise dos niveis séricos do TNF (pg/mL) mostrou que houve um aumento
significativo desta citocina nos animais malaricos (41,78+39,42) com relagdo aos
animais controles (1,63+2,53). Os animais tratados com o fairmaco apresentaram valores
inferiores aos controles (0,27+0,76). Os niveis de TNF no grupo infectado e tratado com
a PTX 1,7 mg/kg durante cinco dias (19,49+16,02) foram menores do que os
observados nos animais maléricos, porém, essa diminui¢do ndo foi significativa. A

analise estatistica foi Kruskal-Wallis seguida do teste de Mann-Whitney com P<0,05.
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Fig. 18 - Niveis de TNF (pg/mL) no soro de animais controles (C; N=10), infectados com 10° hemacias
parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9), tratados com pentoxifilina 1, 7 mg/kg s.c. durante cinco
dias (P; N=8) e infectados pelo P. berghei e tratados com pentoxifilina na mesma dose (MP, N=10). A
analise estatistica foi Kruskal-Wallis seguida do teste de Mann-Whitney (*: P<0,05).

4.1.6.2 — Interleucina 2 (IL-2)

De acordo com os resultados obtidos, a malaria aumentou os niveis de IL-2
(pg/mL) nos animais infectados (0,2533+0,1153) com relacdo aos animais controles
(0,034+0,22), porém esse aumento nao foi significativo. Nao foi possivel detectar os
niveis de IL-2 nos animais que receberam a PTX na dose de 1,7 mg/kg durante cinco
dias. Ja os animais infectados e tratados (0,0750+0,06) apresentaram uma diminui¢ao

com relagdo aos animais apenas infectados (ndo significativa). A analise estatistica foi
Kruskal-Wallis (P>0,05).
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Fig. 19 - Niveis de IL-2 (pg/mL) no soro de animais controles (C; N=10), infectados com 10° hemécias
parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9) e infectados pelo P. berghei e tratados com pentoxifilina

na mesma dose (MP, N=9). A analise estatistica foi Kruskal-Wallis.
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4.1.6.3 — Interleucina 6 (IL-6)

A quantificagdo dos niveis séricos de IL-6 (pg/mL) nos animais controles foi
de 0,5160+0,3044, nos animais malaricos foi de 6,640+2,359, nos animais tratados com
PTX foi de 11,33+9,160 e nos animais infectados e tratados com a PTX foi de
3,940+0,8962 (Fig. 20). A anélise estatistica, Kruskal-Wallis seguida do teste de Mann-
Whitney (P <0,05), mostrou que os animais com a infec¢do maldrica tiveram niveis de

IL-6 no soro maior que os animais ndo infectados (controles).
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Fig. 20 - Niveis de IL-6 (pg/mL) no soro de animais controles (C; N=10), infectados com 10° hemécias
parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9), tratados com pentoxifilina 1, 7 mg/kg s.c. durante cinco
dias (P; N=8) e infectados pelo P. berghei e tratados com pentoxifilina na mesma dose (MP, N=10). A
analise estatistica foi Kruskal-Wallis seguida do teste de Mann-Whitney (*: P<0,05).

4.1.6.4 — Interferon (IFN)

A quantificagdo dos niveis séricos de IFN (pg/mL) nos animais controles foi
de 0,2+ 0,1, nos animais malaricos foi de 13,26+43,87, nos animais tratados com PTX
foi de 0,8+ 0,65 e nos animais infectados e tratados com a PTX foi de 5,8+ 1,6.

A andlise estatistica (Kruskal-Wallis seguida do teste de Mann-Whitney)
revelou que os animais malaricos apresentaram um aumento desta citocina com relacao

aos animais controles (P <0,05). Os resultados estao apresentados na figura 21.
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Fig. 21 - Niveis de IFN (pg/mL) no soro de animais controles (C; N=10), infectados com 10° hemacias
parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9), tratados com pentoxifilina 1, 7 mg/kg s.c. durante cinco
dias (P; N=8) e infectados pelo P. berghei e tratados com pentoxifilina na mesma dose (MP, N=10). A
analise estatistica foi Kruskal-Wallis seguida do teste de Mann-Whitney (*: P<0,05).

4.1.6.5 — Interleucina 17 (IL-17)

Os niveis séricos de IL-17 (pg/mL) nos animais controles foi de 0,77+0,2, nos animais
malaricos foi de 0,34+ 0,1, nos animais tratados com PTX foi de 0,51+ 0,23 ¢ nos
animais infectados e tratados com a PTX foi de 0,30+ 0,14. A analise estatistica foi

Kruskal-Wallis e ndo mostrou diferencas entre os grupos (P>0,05) (Fig. 22).
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Fig. 22 - Niveis de IL-17 (pg/mL) no soro de animais controles (C; N=10), infectados com 10° hemacias
parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=9), tratados com pentoxifilina 1, 7 mg/kg s.c. durante cinco

dias (P; N=8) e infectados pelo P. berghei e tratados com pentoxifilina na mesma dose (MP, N=10). A
analise estatistica foi Kruskal-Wallis.

80



4.2 — Experimento 11

4.2.1 — Estado geral dos animais

Sinais clinicos de infeccdo, como piloerecdo, hipoatividade e taquipneia,

comegaram a ser vistos nos animais a partir do sexto dia de infec¢ao (DI6).

Os orgaos, figados e bagos, retirados para estudos posteriores estavam de
acordo com as alteragdes observadas na maléria: bacos e figados aumentados € com

coloracdo escura (depdsito do pigmento malérico).

4.2.2 — Mortalidade

O grupo dos animais infectados teve um percentual de sobrevivéncia de 83,3%,
havendo duas perdas de um total de doze animais uma no DI12 e outra no DI15. No
grupo dos animais infectados e tratados foi registrada uma perda de um total de onze,
sendo o percentual de sobrevivéncia de 90,9%. No grupo de animais tratados com o
medicamento ndo tforam registradas até o dia da eutanasia, sendo o percentual de
sobrevivéncia de 100% (N=9).

A sobrevivéncia dos animais infectados com o P. berghei ANKA, infectados e
tratados com PTX na dose de 7 mg/kg s.c. durante nove dias e os apenas tratados com o

farmaco esta representada na Fig. 23.
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Fig. 23 — Sobrevivéncia das fémeas DBA-2 infectadas por via i.p. com 10° hemacias parasitadas com P.

berghei (ANKA) (M, N=10), tratadas com a PTX na dose de 7 mg/kg s.c. durante nove dias (P, N=9) ¢
infectadas e tratadas com a PTX (MP, N=10).
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4.2.3 — Parasitemias

4.2.3.1 - Parasitemia Média

As taxas de parasitemia dos animais infectados, e dos animais infectados e
tratados com a PTX foram avaliadas a cada dia, a partir de DI1 até DI17, isto ¢, durante
toda a evolugdo da doenca. Um total de ao menos mil células eram contadas em
diferentes campos da distensao sanguinea de cada animal do experimento.

As médias das taxas de parasitemia no DI17 eram de 40,3 % no grupo apenas
infectado com 10° hemacias parasitadas com P. berghei (ANKA) e 43% no grupo
infectado que recebeu o tratamento prolongado com uma dose diaria de 7 mg/kg de
PTX. A andlise estatistica foi a ANOVA a dois critérios. Embora os valores das
parasitemias fossem muito préximos, a analise estatistica mostrou que o tratamento com

PTX interferiu com as taxas de parasitemia durante a evolu¢do da doenca, sendo

P<0,0001.

A Fig. 24 mostra a evolugdo da parasitemia nos grupos de animais infectados e
infectados e tratados com o antiinflamatério durante o periodo de tratamento até o dia

da eutanasia.
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Fig. 24 — Médias das taxas de parasitemia das fémeas DBA-2 infectadas com 10° HP com P. berghei (M,
N=10) e infectadas e tratadas com a pentoxifilina 7 mg/kg s.c. durante nove dias (MP, N=10) do inicio do
tratamento com o anti-inflamatoério (DIS) até o dia da eutanasia (DI17). As taxas de parasitemia apenas
dos animais infectados estdo representadas em marrom e as dos animais infectados e tratados com P estdo
representadas em roxo. A analise estatistica (ANOVA a dois critérios) mostrou que houve interferéncia

do tratamento com PTX sobre a infec¢ao (P<0,0001).
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4.2.3.2 — Parasitemia Diaria

A parasitemia diaria de cada animal estudado no experimento nos grupos dos
animais infectados e dos infectados e tratados com a PTX encontra-se representada em
graficos nas figuras 25 e 26. Assim como no Experimento I, os animais nos dois grupos

apresentaram uma curva ascendente com o aumento didrio da parasitemia.
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25 — Parasitemias dos animais infectados com 10° HP do P. berghei ANKA do DII ao DI17 (N=10).
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Fig. 26 — Parasitemias dos animais infectados com 10° HP do P. berghei ANKA e tratados com 7 mg/kg
de PTX s.c. do DI1 ao DI17. As setas nos DI8 e DI16 indicam o inicio e o fim do tratamento com a PTX,

respectivamente (N=10).
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4.2.4 — Efeitos dos Tratamentos sobre o Peso dos Animais

Para o calculo da evolugdo ponderal durante a evolucdo da doenca, foi
subtraido o peso dos animais, em gramas, no dia da morte (DI17) pelo peso no inicio da
infec¢do (DI0). Os resultados foram expressos como as médias das evolugdes ponderais
de cada grupo de animais. A média da evolug@o ponderal entre os animais controles foi
de 0,8+0,4 g; nos animais infectados foi de -2,5+0,17 g; nos animais que receberam
PTX foi de 0,1+0,34 g e nos infectados que receberam o tratamento prolongado com
PTX foi de -3,3+0,3 g. A analise estatistica ANOVA detectou diferengas entre os
grupos e revelou que a maior perda de peso ocorreu nos animais infectados e tratados
com o anti-inflamatorio, seguida pelo grupo dos animais infectados (P<0,05). Tanto os
animais infectados, como os infectados e tratados com o medicamento, mostraram
evolucdo ponderal diferente da observada no grupo dos animais controles. Embora o
grupo dos animais maléricos € o grupo dos animais malaricos e tratados com o anti-
inflamatorio tenham apresentado perda de peso durante o curso da doenca letal, - 2,5 g
nos infectados e -3,3 g nos infectados e tratados, a diferenca entre os grupos ndo se

mostrou significativa na analise estatistica (Fig. 27).

ac

Fig. 27 — Médias das evolugdes ponderais (g) no periodo entre DIO (dia 0 de infec¢do) e DI17 (dia da
eutanasia) das fémeas DBA-2 controles que receberam apenas PBS (C, N=10), infectadas com 10°® HP
com P. berghei (M, N=10), tratadas com PTX (P, 7 mg/kg s.c. durante 9 dias, N=9) ¢ infectadas e tratadas
(MP, N=10). A analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de compara¢des multiplas de Bonferroni

(P<0,05): a: médias diferem de C; b: médias diferem de M e ¢: médias diferem de P.
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4.2.5 - Efeitos da Infeccdo pelo Plasmodium berghei (ANKA) e do Tratamento com

a Pentoxifilina sobre os Pesos dos Orgaos

Os efeitos da infeccao, do tratamento com PTX, assim como a combinagdo
infeccdo e tratamento sobre os pesos absolutos e relativos dos figados e bagos estdo

representados abaixo.

4.2.5.1 - Pesos dos Figados e Bacos

Os pesos médios absolutos dos figados e bagos estdo representados nas
Figuras 28 e 29, respectivamente. Ja que os dois grupos de animais infectados
(infectados e os infectados e tratados) perderam peso durante a evolugdo da doenca, foi
realizado o célculo dos pesos relativos dos figados e bagos, dividindo o peso de cada
orgdo pelo peso corporal do animal correspondente. Os resultados estdo representados

nas Figuras 30 (figados) e 31 (bagos).

4.2.5.1.1 — Peso Absoluto dos Orgios

Os pesos dos figados dos animais controles no DI17 foi de 1+£0,01 g, dos
animais infectados foi de 1,4+0,04 g, dos animais tratados com PTX foi de 1,11+0,02g e
dos animais infectados e tratados com PTX foi de 1,16+=0,01g. A andlise estatistica
(ANOVA) detectou diferencas entre os pesos dos figados dos animais infectados, e
infectados e tratados e com relacdo aos controles. A média dos pesos dos figados dos
animais maldricos foi 1,4x maior do que o peso médio dos animais controles, ¢ a média
entre os animais infectados e tratados diferiu do peso médio dos animais infectados, isso
¢, o tratamento com a PTX reduziu o tamanho médio do 6rgdo, aumentado pela infec¢ao

(Fig. 28).
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Fig. 28 - Pesos absolutos dos figados das fémeas DBA-2 controles (C, N=10), infectadas com P. berghei
ANKA (M, N=10), tratadas com PTX (7 mg/kg s.c. durante 9 dias, N=9) e infectadas ¢ tratadas (MP,
N=10). A analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni

(P<0,05):a: #C; b #M.

O peso médio dos bagos no grupo controle foi de 0,1+0,005 g; nos animais
maléricos foi de 0,5+0,04 g; nos animais que receberam PTX foi de 0,1+0,004 g e nos
animais doentes que receberam o tratamento prolongado com a PTX foi de 0,3+0,03 g.
O peso médio dos bagos dos animais infectados foi 5x maior do que o valor encontrado
nos controles e nos infectados e tratados, foi de 3x o valor dos animais controles. A
ANOVA revelou diferengas entre o peso médio dos bagos nos animais infectados
quando comparado ao peso médio dos bagos no grupo infectado e tratado, mostrando

que a PTX também reduziu o peso médio do bago, aumentado pela doenga (Fig. 29).
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Fig. 29 - Pesos absolutos dos bagos das fémeas DBA-2 controles que receberam apenas PBS (C, N=10),
infectadas com 10° HP com P. berghei (M, N=10), tratadas com PTX (7 mg/kg s.c. durante 9 dias, N=9) ¢
infectadas e tratadas (MP, N=10). A analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni (P<0,05): a: #C; b #M; ¢ #P.
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4.2.5.1.2 — Peso Relativo dos Orgios

Os figados dos camundongos DBA-2 fémeas controles apresentaram o peso
relativo de 0,05+0,001 g, dos animais com maldria foi de 0,08+0,003 g, dos animais que
receberam somente a PTX foi de 0,060,002 g e dos infectados que receberam PTX foi
de 0,070,003 g. A ANOVA mostrou diferencas entre os pesos relativos dos figados
dos animais infectados em relacdo aos controles. O aumento do peso relativo dos
figados dos animais infectados foi de 1,6x com relagdo aos valores dos pesos relativos
dos figados dos animais controles, e nos infectados que também receberam a PTX, o
aumento foi 1,4x quando comparado aos controles. Nao foram observadas diferencas
entre a média dos pesos relativos dos figados dos animais infectados e a dos animais
infectados e tratados, nao sendo semelhante ao que ocorreu com os pesos absolutos do

figado (Fig. 30).
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Fig. 30 - Pesos relativos dos figados das fémeas DBA-2 controles (C, N=10), infectadas com P. berghei
ANKA (M, N=10), tratadas com PTX (P, 7 mg/kg, N=9) e infectadas e tratadas (MP, N=10). A analise
estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (P<0,05): a: # C; b # M.

Nos bagos, os pesos relativos nos dos animais controles foi de 0,004+0,0003 g,
dos animais com malaria foi de 0,03+0,002 g, dos animais que receberam o
antiinflamatério foi de 0,006+0,0003 g e dos infectados que receberam PTX foi de
0,02+0,002 g. A ANOVA revelou que houve diferencgas entre os pesos relativos dos
bagos dos animais infectados, e infectados e tratados em relacdo aos controles. O

aumento relativo dos bagos dos animais infectados com o P. berghei ANKA foi 7,5x
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maior do que a média dos pesos relativos do grupo controle, e no grupo infectado e
tratado, esta diferenca em relagdo ao grupo controle foi um pouco menor (5x). As
diferencas entre os grupos infectado e infectado e tratado ndo foram significativas
quando os valores foram analisados estatisticamanete pela ANOVA, o que ndao ocorreu

com os pesos absolutos desses mesmos orgaos (Fig. 31).
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Fig. 31 - Pesos relativos dos bacos dos camundongos fémeas DBA-2 controles (C, N=10), infectadas com
P. berghei ANKA (M, N=10), tratadas com PTX (P, 7 mg/kg, N=9) e infectadas e tratadas (MP, N=10).
A analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (P<0,05): a: #
C;b#Mec#P.

4.2.6 - Efeitos da Infeccdo pelo Plasmodium berghei (ANKA) e do Tratamento com

a Pentoxifilina sobre as Atividades das Monoxigenases Hepaticas

As atividades das monooxigenases hepaticas nos diferentes grupos

experimentais estdo descritas adiante.

4.2.6.1 — Atividades da etoxi-resorufina-O-desetilase (EROD)

As atividades de Cyplal/2, evidenciadas pela reagao de EROD, e as atividades
das reagoes de Cyp2b9/10, marcadas com as reagdes de BROD, estdo representadas nas

Figuras 32 e 33, respectivamente.

As atividades microssomais hepaticas de EROD (picomoles de resorufina/mg de

proteina/min) nos animais controles (N=10) foram de 76+4,8 picomoles de
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resorufina/mg de proteina/min. As atividades dos animais malaricos (N=10) foi inferior
a dos animais controles, 55+3,0 (uma diminuicdo de aproximadamente 30%), nos
animais tratados com P (N=9) foi de 80,6+7,01, e nos animais infectados e tratados
(N=9) foi de 47+4,6 picomoles de resorufina/mg de proteina/min, também inferior a dos
animais controles (diminuicdo de aproximadamente 30%). As diferencas

estatisticamente significativas (ANOV A com P<0,05) estdo representadas na Fig. 32.
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Fig. 32 — Atividades de EROD (Cypla) das fémeas DBA-2 controles (C, N=10) que receberam apenas
PBS, infectadas com 10° HP com P. berghei ANKA (M, N=10), tratadas com PTX (P, 7 mg/kg durante
nove dias, N=9) e infectadas com o plasmoédio e tratadas com o anti-inflamatorio (MP, N=9. A analise
estatistica fot ANOVA seguida do teste de compara¢des multiplas de Bonferroni (P<0,05): a: # C; b # M
ec#P.

4.2.6.2 — Atividades da benzilozi-resorufina-O-desbenzilase (BROD)

A média das atividades hepaticas de BROD (picomoles de resorufina/mg de
proteina/min) nos animais que receberam apenas o PBS (controles, N=10) foi 94,1+5,9
picomoles de resorufina/mg de proteina/min. A média das atividades dos animais
infectados (40,5+£2,2; N=10) apresentou uma redu¢do de 43% com relacdo aos
controles, ja nos animais tratados com PTX (N=9), a média foi de 102,4+10,8 e nos
animais infectados e tratados (N=9) foi de 72,1+11,94, valores préoximos aos dos
animais controles, que receberam apenas o veiculo. As diferencas estatisticamente

significativas (ANOVA com P<0,05) estdo representadas na Fig. 33.
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Fig. 33 — Atividades de BROD (Cyp2b) das fémeas DBA-2 controles (C, N=10) que receberam apenas
PBS, infectadas com 10° HP com P. berghei ANKA (M, N=10), tratadas com PTX (P, 7 mg/kg durante
nove dias, N=9) e infectadas com o plasmodio e tratadas com o anti-inflamatério (MP, N=9). A analise
estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (P<0,05): a: #Ce b #
M.

4.2.6.3 — Atividade da cumarina 7-hidroxilase

A atividade da cumarina 7-hidroxilase (COH, picomoles de umbeliferona/mg
de proteina/min) dos animais controles foi de 90,5+7,8 ¢ dos animais tratados com o
medicamento foi de 91,7+7,6. Nos animais malaricos a atividade de COH foi de
80,7+4,2 e nos animais parasitados e tratados com PTX foi de 112,2+10,87 A analise

estatistica (ANOVA) revelou diferengas entre os grupos (Fig. 34).
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Fig. 34 - Atividades de COH (Cyp2a5) na fracdo microssomal hepética de camundongos DBA-2 (fémeas)
ndo infectados (C; N=10), infectados com 10° HP com P. berghei ANKA, tratados com PTX (P, 7 mg/kg
durante nove dias, N=9) e infectados com P. berghei ANKA e tratados com PTX (MP; N=10). A analise
estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de comparagdes multiplas de Bonferron, P<0,05: a: difere

dos infectados.
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4.2.6.4 — Niveis Séricos de TNF

Com relacdo aos niveis séricos de TNF, os animais controles apresentaram a
média de 197 pg/mL+32,96, os animais malaricos a de 168 pg/mL*13,31, o grupo
tratado somente com a PTX a de 145,4 pg/mL+1,71 e os animais infectados e tratados

com a PTX a de 153,9 pg/mL+£8,64. A analise estatistica ndo mostrou diferengas entre

0S grupos.
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Fig. 35 - Niveis de TNF (pg/mL) no soro de animais controles (C; N=3), infectados com 10° hemécias
parasitadas com P. berghei (ANKA) (M; N=7), tratados com PTX 7 mg/kg s.c. durante cinco dias (P;
N=4) e infectados pelo P. berghei e tratados com PTX na mesma dose (MP, N=4). A andlise estatistica
foi Kruskal-Wallis seguida do teste de Mann-Whitney.

4-3 —Efeitos da Sepse pelo LPS de E. coli e do Tratamento com a Pentoxifilina

sobre as Atividades das Monoxigenases Hepaticas

4.3.1 — Estado geral dos animais

Os sinais clinicos da endotoxemia, que incluiram piloere¢do, hipoatividade, e
hipotermia, foram observados nos animais que receberam apenas o LPS e nos que

receberam o co-tratamento (PTX durante 9 dias + LPS).

4.3.2 — Mortalidade

Em todos os grupos estudados o percentual de sobrevivéncia foi de 100%, ou
seja, nao foram registradas perdas de animais durante todo o experimento em nenhum

dos grupos de animais.
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Fig. 36 — Sobrevivéncia das fémeas DBA-2 tratadas com a PTX durante nove dias (7 mg/kg s.c.), tratadas
com 10 mg/kg de LPS, e tratados com a PTX durante nove dias (7 mg/kg s.c.) e desafiadas com LPS na

mesma dose.

4.3.3 — Evoluc¢ao Ponderal

Para avaliarmos os efeitos do tratamento com a PTX sobre a evolucao
ponderal dos animais durante o experimento, foi registrada a diferenca (em g) entre os
pesos dos animais no dia da morte, dia 9, e o dia 0 de tratamento. Para expressar os

resultados, foram estudadas as médias das evolugdes ponderais de cada grupo estudado.

A média nos animais controles foi de 0,2155 g + 0,196, nos tratados com o LPS
foi de -2,2 5 g £ 0,3795, nos tratados com a PTX foi de -0,06 g + 0,2693 e nos animais
tratados com a PTX e desafiados com o LPS foi de -0,76 g + 0,3271. A anélise
estatistica foi a ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. As
diferengas entre as médias foram consideradas significativas quando P < 0,05. Os
resultados mostraram que os animais apenas tratados com o LPS perderam peso quando
comparados aos controles, € 0s que receberam somente a pentoxifilina e os tratados com
a PTX e desafiados com o LPS perderam menos peso do que os tratados com o LPS. A

maior perda de peso ocorreu entre os animais tratados com o LPS (P<0,05) (Fig. 37).
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Fig. 37 — Médias das evolucdes ponderais (g) dos animais controles (C, N=11), tratados com o LPS (LPS,
N=11), tratados apenas com a PTX 7 mg/kg s.c. durante nove dias (P, N=11) e tratados com a PTX e
desafiados com o LPS (LPS + P, N=11) entre os dias 9 e o dia 0 do experimento. A analise estatistica foi

ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni: P<0,05: a: # C; b: # LPS.

4.3.4 — Peso Absoluto dos 6rgaos

No dia da eutanésia (dia 9 do experimento), o peso dos figados dos animais
controles foi de 1,03 g = 0,014, dos animais tratados com o LPS foi de 0,95 g + 0,009,
nos animais tratados com a PTX foi de 1,00 g + 0,02 e nos animais tratados com a PTX

e desafiados com o LPS foi de 0,9 3g+ 0,017.

A andlise estatistica (ANOVA e teste de Bonferroni; P<0,05) revelou que
houve uma discreta diminui¢do entre os pesos dos figados dos animais tratados com o
LPS com relagdo ao grupo controle (Fig. 38). A analise também revelou que os animais
tratados com a PTX que receberam a endotoxina perderam mais peso do que os animais

que foram tratados com a PTX apenas.
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Fig. 38 - Pesos absolutos dos figados das fémeas DBA-2 controles que receberam apenas PBS (C, N=11),
tratadas com 10 mg/kg i.p. de LPS de E. coli (LPS, N=11), tratadas com pentoxifilina (P, 7 mg/kg s.c.
durante 9 dias, N=11) e tratadas e desafiadas com o LPS (LPS + P, N=11).a: #Ce b #P.

Com relagao ao peso absoluto dos bacos, os animais controles apresentaram a
média de 0,09 g + 0,0036, o dos animais tratados com o LPS foi de 0,11 g + 0,0064, o
dos animais tratados com a PTX foi de 0,090 g + 0,004 e a dos animais tratados com a

PTX e desafiados com o LPS foi de 0,10 g = 0,004.

A ANOVA mostrou que houve diferenca entre os pesos dos bagos do grupo
tratado com o LPS com relagdo ao grupo controle, isto €, houve um discreto aumento do

baco (P<0,05).
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Fig. 39 - Pesos absolutos dos bagos das fémeas DBA-2 controles que receberam apenas PBS (C, N=11),
desafiadas com o LPS de E. coli (LPS, N=11), tratadas com pentoxifilina (P, 7 mg/kg s.c. durante 9 dias,
N=11) e tratadas com a PTX na mesma dose e desafiadas com 10 mg/kg i.p. de LPS (LPS + P, N=11). a:

#C.
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4.3.5 — Atividades de Monooxigenases

As atividades de EROD, marcadora de Cyplal/2 e BROD, marcadora de

Cyp2b9/10, estdo representadas nas Figuras 40 e 41, respectivamente.

4.3.5.1 — Alcoxi-resorufina-O-desalquilases
4.3.5.1.1 - Atividades da etoxi-resorufina-O-desetilase

As atividades (picomoles de resorufina / mg de proteina / min) hepaticas da
etoxi-resorufina-O-desetilase (EROD, Cypla) nos animais controles foram de 70,26 +
5,903, nos animais tratados com o LPS foi de 46,73 g + 8,116, nos animais tratados com
o farmaco (7 mg/kg s.c. durante nove dias) foi de 78,56 g &= 11,38 e nos animais tratados

com a PTX e desafiados com o LPS foi de 49,78 g+ 5,274.

A analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. Houve
uma clara diminuicao da atividade de Cypla nos animais tratados com o LPS, porém, a
analise estatistica ndo julgou significativa. A ANOVA revelou que os animais tratados
com a PTX apresentaram uma indu¢do de Cypla com relacdo aos controles nao tratados
€ que os animais que receberam o tratamento combinado PTX + LPS diferiram dos que

receberam apenas o medicamento (P<0,05). Os resultados estio representados na figura
40.
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Fig. 40 — Atividades de EROD (Cypla) das fémeas DBA-2 controles que receberam apenas PBS (C,
N=11), tratadas com 10 mg/kg de LPS de E. coli (LPS, N=11), tratadas com pentoxifilina (P, 7 mg/kg s.c.
durante 9 dias, N=11) e tratadas e desafiadas com o LPS com as mesmas doses (LPS + P, N=11). A
analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. P<0,05: a: # C;
b#P.
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4.3.5.1.2 — Atividades da benziloxi-resorufina-O-desbenzilase

A atividade (picomoles de resorufina / mg de proteina / min) da benziloxi-
resorufina-O-desbenzilase (BROD, Cyp2b) hepatica no grupo controle foi de
74,25+6,753, nos animais tratados com o LPS foi de 42,90+6,640, nos animais tratados
com o anti-inflamatorio foi de 76,02+9,317 e nos animais tratados com a PTX e

desafiados com o LPS foi de 45,05+4,042.

A analise estatistica (ANOVA seguida do teste de comparacdes multiplas de
Bonferroni) mostrou uma redugdo significativa da atividade de Cyp2b nos animais
tratados com 10 mg/kg de LPS com relagao aos controles, mas o tratamento com a PTX
combinado ao desafio com o LPS nao reverteu aos valores constitutivos a redugao da

atividade de BROD observada nos animais tratados apenas com a endotoxina.

Cyp2b

100+ b

80 T

60+

pmoles res/mg ptn/min

C LPS P LPS + P

Fig. 41 — Atividades de BROD (Cyp2b) das fémeas DBA-2 controles que receberam apenas PBS (C,
N=11), tratadas com 10 mg/kg de LPS de E. coli (LPS, N=11), tratadas com pentoxifilina (P, 7 mg/kg s.c.
durante 9 dias, N=11) e tratadas e desafiadas com o LPS com as mesmas doses (LPS + P, N=11). A
analise estatistica foi ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, P<0,0,5: a: # C,

b: #LPSec: #P.

4.3.5.1.3 — Atividades da cumarina 7-hidroxilase

A atividade hepatica da cumarina 7-hidroxilase evidenciada pela reagao de
COH, que avalia a atividade de Cyp2a5, foi de 68,2+6,68 nos animais controles,
65,96+9,3 nos animais tratados com 10 mg/kg de LPS, 77,0+14,9 nos animais tratados

com a PTX e de 53,57+7,96 nos animais tratados com a PTX e desafiados com o LPS.
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A ANOVA nao revelou diferencas entre os grupos (Fig. 42).

Cyp2a5

100+
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40-
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20+
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Fig. 42 — Atividades de COH (Cyp2a5) na fracdo microssomal hepatica de camundongos DBA-2
(fémeas) controles que receberam apenas PBS (C, N=11), tratados com 10 mg/kg de LPS de E. coli (LPS,
N=11), tratados com pentoxifilina (P, 7 mg/kg s.c. durante 9 dias, N=11) e tratados com o anti-
inflamatorio na mesma dose e desafiados com o LPS (LPS + P, N=11). A analise estatistica foi a

ANOVA.

4.3.6 — Niveis séricos de 6xido nitrico

A administragdo de uma dose tnica de 10 mg/kg de LPS i.p. provocou
aumento consideravel (aproximadamente 10x) dos niveis séricos de NO (uM) quando
os resultados foram comparados aos resultados dos animais controles (24,84+3,023 nos
controles e 291,4+107,7 nos tratados com o LPS). O tratamento pela via s.c. durante
nove dias com a PTX na dose de 7 mg/kg impediu a elevacao dos niveis séricos de NO
daquela magnitude observados com o tratamento com a endotoxina quando
administrada isoladamente (106,9+24,36). A administracdo da PTX no regime de dose
utilizado ndo provocou alteracdes dos niveis de NO quando comparados aos animais
controles (33,23+2,962). A analise estatistica ANOVA seguida do teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni mostrou que a redugdo dos niveis de NO pelo tratamento

combinado LPS e PTX nao mostrou diferengas entre os grupos (Fig. 43).

97



NO

500+

ab
400-

300

uM

200

100

C P LPS PLPS

Fig. 43 - Niveis séricos de NO nas fémeas DBA-2 que receberam apenas PBS (controles, C, N=7), PTX
s.c. na dose de 7 mg/kg durante nove dias (P, N=8), 10 mg/kg de LPS de E. coli i.p. (LPS, N=7) e o
tratamento combinado com a endotoxina e o antiinflamatério (PLPS, N=8). A analise estatistica foi
ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (P<0,05): a: médias diferem dos

controles e b: médias diferem de P.
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5 - DISCUSSAO

Como ja comentado anteriormente neste trabalho, alteragdes do metabolismo de
xenobioticos, evidenciadas quer por estudos farmacocinéticos em seres humanos, quer
por estudos em animais utilizando modelos de doencas infecciosas e inflamatorias,
foram descritas na literatura cientifica nas ultimas quatro décadas. Nesses estudos, a
maioria das alteracdes evidenciadas no tecido hepatico foi a redug¢ao dos niveis totais,
atividades e expressdo de CYP. Contrastando com esses resultados, foi observado que a

Cyp2a5 murina estava elevada em alguns modelos de parasitose.

KIRBY e colaboradores foram os primeiros autores a descrever a indugdo da
expressao ¢ da atividade de Cyp2a5 associada ao parasitismo em hamsters infectados

com o trematddio Opisthorchis viverrini (KIRBY et al., 1994).

Posteriormente, em 1999, MONTERO e colaboradores demonstraram que as
atividades de Cyp2a5 estavam elevadas no tecido hepatico de camundongos infectados

com a Fasciola hepatica.

A inducdo da expressdo e da atividade de Cyp2a5 hepatica em camundongos
A/JCr naturalmente infectados com o Helicobacter hepaticus constitui exemplo de
associacdo de infeccdo (hepatite) e inducdo dessa isoforma Cyp murina (CHOMARAT
etal., 1997).

Em camundongos C3H/HeOulJ, foi observado que a expressio de Cyp2as
hepatica e renal foi induzida pelo Citrobacter rodentium, bactéria de roedores
equivalente a E. coli enteropatogé€nica para seres humanos (RICHARDSON et al.,

2000).

Em seres humanos, a relacdo entre o aumento da atividade de CYP2A6 ¢ a
presenca de parasitose hepatica foi pela primeira vez descrita por SATARUG e
colaboradores (1996). Nesse estudo, o tratamento dos pacientes portadores de
Opisthorchis viverrini com o praziquantel reduziu a eliminacdo do metabdlito da
cumarina, 7-hidroxicumarina, utilizado como marcador da atividade da CYP2AG6, ¢ a
fibrose biliar, o que levou os autores a sugerirem que a expressao de CYP2AG6 estaria
induzida nos pacientes com infestacdo cronica que também apresentavam fibrose dos

dutos biliares intra-hepaticos.

YONGVANIT et al. (2012), recentemente, confirmaram a inducao da expressao,

da atividade e dos niveis de proteina de CYP2A6 nas regides peri-tumorais de tecido
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hepético carcinomatoso, onde ha intensa atividade inflamatéria. Outros autores haviam
evidenciado a associagdo de CYP2A6 com o colangiocarcinoma, carcinoma primadrio do
duto biliar associado a infestacdo cronica pelo Opisthorchis viverrini (RAUNIO et al.,

1998; CRAWFORD et al., 1998; GODOY et al, 2002 apud YONGVANIT et al., 2012).

Por outro lado, modelos de endotoxemia em camundongos mostraram que a

expressao do RNAm de Cyp2a5 estava reduzido (BARCLAY et al., 1999).

LPS na dose de 1 mg/kg administrado a camundongos da linhagem 129S1
reduziu a expressio do RNAm de Cyp2a5 16 h apos injecdo i.p. da endotoxina

(RICHARDSON & MORGAN, 2005).

O tratamento de 24 h de DBA-2 com uma dose baixa de LPS (0,5 mg/kg)
reduziu os niveis do RNAm, proteina e a atividade catalitica de Cyp2a5 (GILMORE et
al., 2003).

Nos ultimos anos, o LTA vem desenvolvendo estudos das alteragdes das
atividades e da expressdao das enzimas da fase I e II do metabolismo em modelos de
doengas infecciosas, como esquistossomose, leishmaniose e malaria murina letal e ndo
letal, e em modelo de sepse provocada por endotoxina bacteriana. Os estudos tem
utilizado linhagens isogénicas de camundongos, como DBA-2 ¢ C57BL/6, linhagem

outbred, como Swiss Webster, e rato Wistar.

Os estudos do grupo do LTA descreveram pela primeira vez a inducdo da
atividade de Cyp2a5 em modelos murinhos de malaria (letal pelo P. berghei e nao letal
pelo P. chabaudi) em camundongo DBA-2, linhagem que detém a maior expressao do
Cyp2a5, e C57BL/6 (DE-OLIVEIRA et al., 2006, 2010). A inducdo de Cyp2a5 no
modelo de malaria letal no DBA-2 foi evidenciada no estagio avancado da doenca, a
partir de DI16, enquanto na malaria nao letal, a inducao de Cyp2a5 ocorreu em DI6, em

torno do pico da parasitemia que aconteceu em DIS (DE-OLIVEIRA et al., 2010).

O modelo de sepse induzida pela endotoxina de E. coli em DBA-2 utilizado no
LTA mostrou resultados surpreendentes. As doses baixas (0,025 a 2 mg/kg) provocaram
redugdo e as doses altas (5 a 20 mg/kg) ndo alteraram a atividade de Cyp2a5 revelada
pelo ensaio da atividade da COH 24 h apos o tratamento com o LPS. Por outro lado, as
doses baixas de LPS nao alteravam Cypla ou 2b ¢ as doses altas reduziam ambas as

atividades (De-Oliveira, dados nao publicados; Poga, 2013).
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Nos modelos animais de sepse descritos na literatura, a evidéncia da RFA tem
levado os pesquisadores a indagar se haveria uma relacdo entre as alteragdes de CYP e
os mediadores inflamatorios, como citocinas € NO, liberados em resposta ao estimulo
imune. A evidencia da inibi¢do de citocinas pro-inflamatorias e da inducao de citocinas
anti-inflamatorias pela pentoxifilina, e da inibi¢do da producao de NO demonstradas nos
artigos de MARCINKIEWICZ et al. (2000), BESHAY et al. (2001) e MELLO et al.
(2008) associada a proposta de utilizacdo deste anti-inflamatorio no tratamento da
malaria humana (WENISCH et al., 1998) nos levou a investigar se o tratamento
prolongado com PTX em doses baixas seria capaz de reverter as alteragdes das

atividades de CYP evidenciadas na malaria murina letal pelo P. berghei (ANKA).

Em trabalho publicado em 2008, Mello e colaboradores induziram a mucosite
intestinal em camundongos machos da linhagem Swiss com irinotecan. A PTX foi
administrada via s.c. nas doses de 1,7, 5 e 15 mg/kg durante sete dias, tendo inicio um
dia antes da inje¢do i.p. de irinotecan. As doses de 1,7 e 5 mg/kg foram eficazes na
reversao da infiltragdo de células inflamatérias € a menor dose reverteu a mucosite
induzida pelo irinotecan. No que diz respeito as citocinas, os autores mostraram que a
dose de 1,7 mg/kg reverteu a elevacao do TNF e IL-1P provocada pelo irinoecan. As
menores doses apresentaram, portanto, um melhor efeito protetor das estruturas

intestinais, enquanto a maior dose, de 15 mg/kg, ndo reduziu a mucosite nem a diarreia.

ABDEL-SALAM e colaboradores (2003 apud MELLO et al., 2008) também
haviam demonstrado em ratos que doses mais baixas de PTX reduziam o edema de
patas induzido pela carragenina, enquanto altas doses do anti-inflamatério nao

sustentavam o efeito por mais que duas horas.

Em cultura de macrofagos murinos, RAW 264.7, PTX em altas concentracdes
suprimiu a expressao do RNAm da NOS2 (5 mM) e inibiu a produg¢dao de NO (ICsy de
2,4a2,9 mM) (BESHAY et al., 2001).

Em estudo realizado no LTA, a administracdo aguda de uma dose alta de
pentoxifilina, duas injecdoes de 100 mg/kg, sendo a primeira 30 min antes e a segunda,
30 min depois da administragdo de LPS (10 mg/kg), a camundongos DBA-2 do sexo
feminino reduziu consideravelmente a producdo das citocinas pro-inflamatorias TNF,

INF, IL-6 e IL-17A, e elevou a producao das anti-inflamatérias IL-4 e IL-10. Os niveis
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de nitrito foram reduzidos em aproximadamente 50% os valores observados nos animais

tratados apenas com o LPS de E. coli (Poga, 2013).

O tratamento de pacientes com maldria grave por P. falciparum com doses altas
(1,67 mg/kg/h durante as primeiras 72 h) e baixas (0,83 mg/kg/h durante as primeiras 72
h) de PTX foi descrito por BESHAY et al. (1998). Apos 6 h da administragdo de doses
altas de PTX, os niveis de TNF e IL-6 estavam reduzidos consideravelmente, mas apos
6 h do tratamento com doses baixas, os niveis da citocinas estavam elevados. Apesar da
reducdo do TNF com uma dose alta de PTX, ndo foram observados efeitos benéficos
sobre a duracdo da parasitemia ou da febre, nem melhora do quadro clinico geral com o

tratamento com a PTX.

Diante do que foi exposto acima, no nosso modelo de maldria letal, o tratamento
prolongado com doses baixas de PTX nos pareceu ser o regime de doses mais adequado
para inibir a produ¢do de citocinas pro-inflamatorias, e também do NO, e,
consequentemente, investigar se as alteracoes de CYP observadas no modelo murino de

malaria letal poderiam estar associadas a produgao desses mediadores inflamatérios.

As doses de 1,7 ¢ 7 mg/kg de peso de PTX selecionada para este estudo, por si
s0, ndo provocaram alteragdes dignas de nota do estado geral dos animais, nem dos
parametros avaliados de sobrevida, evolugdao ponderal e peso dos 6rgdos. No que diz
respeito as atividades das monooxigenases, no entanto, observamos que a menor dose
de 1,7 mg/kg, e ndo a maior, de 7 mg/kg, induziu a atividade de BROD nas fémeas

adultas DBA-2 em aproximadamente 1,6 x.

Com a dose mais baixa, de 1,7 mg/kg de PTX, administrada durante cinco dia
durante a evolucao do quadro de malaria letal, foi possivel demonstrar que ndo houve
interagdo entre o tratamento e a infec¢ao e que ocorreu reversao dos aumentos dos pesos
relativos do figado e do bago provocados pela infec¢cdo maldrica. No que diz respeito a
produgdo de citocinas, embora as andlises estatisticas ndo tenham revelado resultados
significativos de reversdao da producdo elevada pela malaria, uma tendéncia a reducao
dos niveis séricos de TNF, IL-2, IL-6 e IFN pode ser observada. Quanto as
monooxigenases, como a avaliacdo das atividades ndo demonstrou alteragdes pela
infecgdo no DI13, o efeito da pentoxifilina sobre as alteragdes de CYP pela maléria ndo

pode ser verificado.
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Com o tratamento com a dose de 7 mg/kg de PTX durante o curso da malaria
pelo P. berghei, os resultados mostraram que ao final da evolucdo da doenga (DI16 e
DI17), as parasitemias nos animais que receberam o tratamento com o anti-inflamatério
estavam elevadas. Em relagdo ao peso dos orgdos, o anti-inflamatério na dose de 7
mg/kg durante nove dias foi capaz de reverter, embora discretamente, apenas o peso do
baco, elevado pela infeccdo. No que diz respeito as atividades das CYPs, os resultados
ndo demonstraram reversdo das atividades de Cypla reduzidas pela malaria, mas uma
tendéncia a recuperacao de Cyp2b (embora ndo significativa estatisticamente) pode ser
susgerida. Nenhum efeito indutor sobre Cyp2a5 foi evidenciado nos dias pds-infeccao
DI13 ou DI17, mas uma inducao da atividade dessa isoforma, demonstrada pela reagao

de COH, foi observada com o tratamento prolongado com a maior dose de PTX.

Os resultados da quantificagdo dos niveis séricos de TNF ndo revelaram a
elevagdo dessa citocina pela infeccdo. Nao houve diferencas entre os grupos estudados.
Em estudo realizado por Kremer e seus colaboradoes (2000), camundongos C57BL/6
infectados por Mycobacterium bovis, apresentaram as médias dos niveis séricos de TNF
por volta de 100 pg/mL.

Para demonstrar o efeito anti-inflamatorio da PTX na dose de 7 mg/kg sobre a
producao de NO, foi utilizado, paralelamente, o modelo de endotoxemia com o LPS de
E. coli. Este modelo paralelo se faz necessario, uma vez que experimentos anteriores
realizados no LTA ja haviam demonstrado a indugdo da expressao do RNAm da NO
sintase induzivel no figado de camundongos DBA-2 com maléria berghei, cujos niveis
séricos de NO nao diferiam dos animais controles. Isto ocorre porque durante o curso da
maldria, o O6xido nitrico liberado durante a esquizogonia ¢ “sequestrado” pela

hemoglobina que circula livre no sangue (SOBOLEWSKY et al., 2005).

Os resultados da quantificagdo do NO sérico mostraram o efeito anti-
inflamatério do tratamento prolongado com a dose de 7 mg/kg da PTX, justificando o

regime de tratamento utilizado neste estudo.

Para efeitos de comparagdo, as atividades de EROD, BROD ¢ COH também
foram avaliadas no modelo de sepse. No estudo de Poga (2013), o tratamento agudo
com 200 mg/kg de PTX que reverteu a acentuada elevagao do IFN, IL-6 e IL-17A, bem

como do NO, provocado pela dose de 10 mg/kg de LPS, manteve reduzidas as
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atividades das Cypla e 2b. Cyp2a5, que nao foi alterada pela dose de 10 mg/kg de LPS,
foi reduzida pelo tratamento combinado LPS+PTX 200 mg/kg no estudo cictado.

Em conclusdo, podemos sugerir que a menor dose de PTX, 1,7 mg/kg reduziu o
processo inflamatorio. A recuperacdo parcial da atividade de Cyp2b e a indugdo de
Cyp2a5 pela maior dose de PTX poderiam reforcar a hipdtese de que mediadores
inflamatérios podem estar associados com a regulacdo de CYP durante uma resposta

imune.
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6 - CONCLUSOES
Diante dos resultados aqui apresentados, podemos concluir que:

e O tratamento de cinco dias dos animais com malaria berghei tratados com a
menor dose de PTX, 1,7 mg/kg, comparado ao tratamento com a maior dose,
de 7 mg/kg, promoveu efeitos benéficos sobre o estado clinico e o processo

inflamatoério da infecgao.

e A menor dose de PTX ndo interferiu com a taxa de parasitemia, mas com a

maior dose houve interagdo entre o tratamento e a parasitemia

e As alteracdes de Cyp2b e de Cyp2a5 na maldria murina podem estar

associadas a liberacao de mediadores inflamatorios.
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