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"Antes que vocé possa alcancar o topo de uma arvore e entender 0s
brotos e as flores, vocé tera de ir fundo nas raizes, porque o segredo
esta la. E, quanto mais fundo vao as raizes, mais alto vai a arvore".

Friedrich Nietzsche.

"A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, nao
seremos capazes de resolver os problemas causados pela forma
CcOmo nos acostumamos a ver o mundo”.

Albert Einstein.



RESUMO

Durante a infeccdo malarica, o Plasmodium pode provocar elevado estresse
oxidativo, resultando em lesdes oxidativas, podendo levar ao desenvolvimento de
malaria grave, como a malaria cerebral e a pulmonar. Desse modo, tem se discutido
o papel das Espécies Reativas de Oxigénio e das defesas antioxidantes na
fisopatogenia da doenca, bem como o potencial beneficio da suplementacdo com
antioxidantes. Nesse sentido, duas fontes de antioxidantes sdo particularmente
interessantes: a N-acetilcisteina (NAC) e o cogumelo Agaricus sylvaticus. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar o potencial beneficio da suplementagcdo com N-
acetilcisteina e Agaricus sylvaticus sobre as alteragdes oxidativas em modelo
experimental de malaria causada pelo Plasmodium berghei. Para isso, foram
utilizados 200 camundongos machos (Mus musculus) divididos randomicamente em
20 grupos, como segue: Grupos |-V (controles positivos); VI-X (controles negativos);
Grupos XI-XV: (animais infectados e tratados com NAC); Grupos XVI-XX: (animais
infectados e tratados com Agaricus sylvaticus). As amostras de tecido cerebral e
pulmonar e o sangue total foram coletados apos 1, 3, 5, 7 e 10 dias de infeccéo e
submetidas a dosagens de malondialdeido (MDA), capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (TEAC), nitritos e nitratos (NO) e avaliacdo do grau de
parasitemia. Os resultados mostraram que a parasitemia aumentou
progressivamente com a evolugcdo da doenca e que houve uma diminuicao
significante do 7° ao 10° dia de infec¢do nos grupos de animais suplementados com
ambos os antioxidantes. A capacidade antioxidante total foi maior nos grupos de
animais suplementados com os antioxidantes, sendo que os animais tratados com
Agaricus sylvaticus apresentaram efeito mais pronunciado nas amostras
pulmonares, ocorrendo aumento progressivo ao longo dos dias de estudo.
Paralelamente, os niveis de MDA pulmonar nos grupos Agaricus sylvaticus e NAC
mostraram-se semelhante entre si e com o controle positivo. Por outro lado, o MDA
cerebral nos grupos suplementados com antioxidantes aumentou durante a infeccéo,
mas ndo de maneira progressiva. Além disso, nos grupos Agaricus sylvaticus os
niveis de MDA foram menores do que em NAC, particularmente no 5° dia de
infeccdo. Assim, as lesdes oxidativas foram mais pronunciadas no tecido pulmonar
do que no cerebral e relacionadas a peroxidacao lipidica, no entanto, o Agaricus
sylvaticus mostrou-se mais efetivo na prevencdo da peroxidacao lipidica cerebral e
pulmonar. Adicionalmente, os niveis de NO pulmonar apresentaram-se elevados nos
animais suplementados com NAC em relacdo ao Agaricus sylvaticus do 3°ao 10°
dias de estudo, aumentando progressivamente, e 0s animais suplementados com
Agaricus sylvaticus apresentaram niveis de NO semelhantes aos do controle
negativo. NAC também induziu a sintese de NO cerebral, mas ndo ocorreu aumento
progressivo. Além disso, 0s grupos controles positivos e negativos apresentaram
niveis de NO cerebral semelhantes. Provavelmente Agaricus sylvaticus e NAC
atuem por dois mecanismos distintos para tentar debelar a infeccdo e podem ser
Uteis na terapia adjuvante da malaria.

Palavras-chave: Plasmodium berghei. Antioxidantes. Estresse oxidativo. Agaricus
sylvaticus. N-acetilcisteina. Malaria.



ABSTRACT

During malaria infection, Plasmodium may provoke high oxidative stress, resulting in
oxidative damage, and may lead to the development of severe malaria, such as
cerebral and pulmonary malaria. Furthermore, the involvement of reactive oxygen
species and antioxidant defenses in the physiopathological phenomena of disease
has been discussed, as well as the potential benefit of antioxidant supplements.
Hence, from the antioxidant sources that would be suitable, two are particularly
interesting: N-acetylcysteine (NAC) and mushroom Agaricus sylvaticus. Thus, the
aim of this study was to investigate the potential benefit NAC and Agaricus sylvaticus
supplementation against oxidative changes in murine malaria caused by Plasmodium
berghei. Two-hundred male mice (Mus musculus) were randomly divided into 20
groups, as following: Groups |-V (positive control); Groups VI-X (negative control);
Groups XI-XV: (infected and treated with N-acetylcysteine animals); Groups XVI-XX:
(infected and treated with Agaricus sylvaticus animals). Them, brain, lung, and blood
samples were collected after 1, 3, 5, 7, or 10 days after infection for malondialdehyde
(MDA), trolox equivalente antioxidant capacity (TEAC), nitrites and nitrates (NO)
measurement, and parasitemia rate evaluation. Results show that parasitemia
increased progressively with evolution of disease, and that was a significant
decrease from 7" to 10 " day of infection in both antioxidant supplemented groups.
Total antioxidant capacity was higher in supplemented animal’'s groups, in that
Agaricus sylvaticus treated animals presented a most pronuncied effect in lung
samples, with progressive increase along with the days of infection. At the same
time, pulmonary MDA levels in the Agaricus sylvaticus and NAC groups showed
similar between themselves and with positive control. On the other hand, the cerebral
MDA in antioxidants supplemented groups increased during infection, but not in a
progressive way. Besides, in the Agaricus sylvaticus groups, MDA levels were lower
than NAC, particularly in 5™ day of infection. Thus, oxidative damage were most
pronounced in pulmonary tissue than brain and related to lipid peroxidation.
However, Agaricus sylvaticus was found to be more effective in preventing lipid
peroxidation in brain and lung. In addition, pulmonary NO levels were increased in N-
acetylcysteine supplemented animals in relationship to Agaricus sylvaticus from 3™
to 10" days of study, progressively increasing, and Agaricus sylvaticus
supplemented animals presented similar NO levels to negative control groups. NAC
also induced cerebral NO synthesis, but not in a progressive way. In addition,
positive and negative control groups show similar cerebral NO levels. Probabily
Agaricus sylvaticus and NAC act in two distinct mechanisms in attempt to defeat
infection, and can be helpful in the adjuvant therapy of malaria.

Key words : Plasmodium berghei. Antioxidants. Oxidative stress. Agaricus
sylvaticus. N-acetylcysteine. Malaria.
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1- INTRODUCAO
1.1 — MALARIA

A malaria é uma das infec¢des humanas mais prevalentes e um enorme
problema de saude, econdmico e social para mais de 40% da populacdo mundial,
correspondendo a 105 paises (SUH et al., 2004; POTTER et al., 2005). Estima-se
que a cada ano deva ocorrer cerca de 300 a 500 milhdes de novos casos,
resultando em 1,5 a 2,7 milhdes de mortes, das quais 90% ocorrem na Africa
Subsaariana, envolvendo principalmente criangcas abaixo de cinco anos de idade
(SUH et al., 2004; CARBALLEIRA, 2008; REIS et al., 2010). Dois tercos do restante
estdo concentrados em paises como india, Brasil, Sri Lanka, Afeganistdo, Vietna e
Colbmbia (LOU et al., 2001).

As principais espécies de Plasmodium capazes de causar malaria em
humanos séo: P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae (SUH et al., 2004,
FERREIRA et al., 2004). No entanto, recentemente em estudos realizados com
pacientes na Malasia, foi identificado que o P. Knowlesi, que infecta simios, pode
transmitir um tipo especifico de malaria em humanos (COX-SINGH et. al., 2008;
COX-SINGH e SINGH, 2008). A infeccao causada pelo P. falciparum, responsavel
pelas formas mais graves da doenca e por quase todos os casos de morte, tem sido
bem caracterizada em areas de alta endemicidade na Africa (FERREIRA et al.,
2004; JAMARILLO et al., 2005; HOGG et al., 2006). No entanto, é de dificil controle,
devido a complexidade do parasita, que tém a capacidade de invadir diferentes alvos
celulares, tanto no hospedeiro vertebrado quanto no mosquito vetor e utilizar
diferentes mecanismos de invasdo envolvendo um grande numero de proteinas
(GARCIA et al., 2006).

Ao mesmo tempo, pouco se sabe sobre a aquisicdo de imunidade ao
Plasmodium vivax, responsavel por 70 a 80 milhdes de infec¢des por ano na Asia,
Oceania e Africa do Sul (MENDIS et al., 2001). As infec¢des assintomaticas pelo P.
vivax, ocorrem anos ap0s a exposicao continua a esta espécie (ALVES et al., 2002;
ROSHANRAVAN et al., 2003). Além disso, a co-circulacdo de mais de uma espécie
de plasmodio, como Plasmodium falciparum e P. vivax € uma caracteristica comum
da maioria das areas onde a malaria € endémica, aumentando a prevaléncia e

criando padrdes complexos de interacdes inter-espécies (FERREIRA et al., 2004).
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Por outro lado, as infeccbes causadas por P. ovale e P. malariae séao relativamente
raras (SUH et al., 2004).

Nas Américas Central e do Sul, a transmissdo ocorre em 21 paises, onde 0
Plasmodium vivax é o principal causador da doenca, correspondendo a 77% dos
casos, seguido pelo P. falcifarum com 25,6% dos casos. No entanto, existem paises
como Haiti e Republica Dominicana onde o P. falciparum é responsavel por 100%
dos casos de malaria (WHO, 2009). A figura 1 mostra o risco de malaria por

Plasmodium falciparum definido pela Incidéncia Parasitaria Anual (IPA).

" ,;%—.__r«ﬁ\/‘ﬂf‘;t'

f{"i

P. falcinarum malaria

B maior risco
Risco limitado
Livre de malaria

Figura 1: Risco de malaria por P. falciparum definido pela incidéncia parasitaria
anual (IPA; SNOW et al., 2008).

No Brasil, a transmissdo ocorre por trés espécies de plasmaodios:
Plasmodium vivax, P. facifarum e P. malariae, sendo a primeira a espécie
predominante no pais (BRASIL, 2008). Nos anos de 2003 a 2005, observou-se
nova elevagdo progressiva no niumero de casos da doenga, chegando a 607.730
notificados em 2005, um aumento de 74% em relacédo a 2002. No entanto, de acordo
com o Ministério da Saude (MS) vem ocorrendo uma queda significativa no niumero
de casos de malaria nos ultimos anos. De 2006 a 2008, foi observado declinio
constante no numero de casos, passando de 550.930 para 313.922, uma reducédo
de 43%.
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A regido da Amazodnia Legal, composta pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Para, Rondb6nia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhéo,
compreende aproximadamente 99,5% dos casos da doenca registrados no Brasil. O
estado do Para, composto por 143 municipios, é classificado como uma area de
baixo risco para a doenca, de acordo com a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA <
10/1.000 hab.). Este parametro classifica as areas de transmissao em alto, médio e
baixo risco, de acordo com o numero de casos por mil habitantes (Fig.1). De acordo
com o MS houve uma reducéo de 16,43% no ano de 2008 em relacdo a 2007,
guando foram registrados 71.119 casos de maléaria e IPA= 9,8/1.000 hab. Entretanto,
h& regibes do Estado nas quais a situacdo da doenca € preocupante, tais como no
municipio de Tucurui, que registrou 3.450 casos da doenca em 2007, sendo
classificado como area de meédio risco para a malaria (IPA = 38,5/1000 hab.;
(BRASIL, 2008) e Oeiras do Pard, que registrou 3.281 casos de janeiro a junho de
2010 (BRASIL, 2010).

De fato, o alto indice e a gravidade da doenca estédo relacionados, em
grande parte, as alteracdes oxidativas causadas durante a infeccdo pelo
Plasmodium. Assim, o parasita pode afetar hemacias infetadas e nao infectadas do
hospedeiro, as quais podem exibir muitas caracteristicas de senescéncia, que é
resultado da agressao oxidativa e desequilibrio da defesa antioxidante, podendo
contribuir para a anemia maléarica e as formas graves da doenca (OMODEO-SALE et
al., 2003; TANNEUR et al., 2005).

Durante o desenvolvimento intra-eritrocitico do parasita, cerca de 80%
das moléculas de hemoglobina sdo degradadas como fonte de aminoéacidos,
resultando na liberacéo de grande quantidade de heme livre (Ferriprotoporfirina 1X) e
radicais livres (MASHIMA et al., 2002). Por possuir grupos Fe?* associados, estes
grupos heme séo capazes de induzir o estresse oxidativo intravascular, causando
alteragdes nos eritrocitos e nas células endoteliais, favorecendo a internalizagdo do
parasita nos tecidos, como o figado e o cérebro (JARAMILLO et al., 2005).

Assim, quando os mecanismos de protecdo antioxidante tornam-se
desequilibrados, alteracdes fisiologicas devem ocorrer, resultando em doencas e
aceleracédo do envelhecimento. No entanto, suplementos antioxidantes ou alimentos
que contém antioxidantes podem ser usados para ajudar a reduzir os danos
oxidativo em humanos (MAU et al., 2001). Neste sentido, tem se discutido o papel

dos radicais livres e de antioxidantes na fisiopatogenia da maléria, os quais podem
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fornecer protecao contra o estresse oxidativo induzido pela doenca (METZEGER et
al., 2001), bem como a administracdo de antioxidantes pode diminuir as alteracdes
oxidativas provenientes da infeccdo (GENNARI et al., 2004; JAMARILLO et al.,
2005).

O papel dos antioxidantes e do estresse oxidativo na patogénese da
malaria em humanos ndo sdao bem compreendidos. Em modelos murinos, a
administracdo de moléculas pro-oxidantes como 0Oleo de peixe e da semente de
linhaca protegeu os animais do desenvolvimento da malaria cerebral, especialmente
em situacdo de deficiéncia de vitamina E. Assim, tem sido argumentado que a
deficiéncia de vitamina E pode ter efeito protetor contra o desenvolvimento de
malaria cerebral em roedores, mas esta relacdo em humanos ndo €& bem
compreendida (METZGER et al., 2001; HERBAS et al., 2010). Por outro lado, tem se
discutido que antioxidantes, tais como carotendides ou vitamina E poderiam fornecer
protecdo contra o estresse oxidativo induzido pela infeccdo do Plasmodium,
modulando a resposta imune (METZGER et al., 2001). Nao obstante, a N-
acetilcisteina (NAC) tem acéo inibitéria sobre a citoaderéncia nas células que
expressdo CD36 e na dissolugcdo de agregados pré-formados nas hemacias
infectadas pelo P. falciparum (WATT et al., 2002).

Adicionalmente, na malaria murina causada pelo P. berghei, a
administracdo do antioxidante a-tocoferol previniu a morte por complicacdes
cerebrais através da inibicdo das caspases, sugerindo que a inibicdo da apoptose
possa ser viavel in vivo. A apoptose é a morte celular programada e esta
intimamente relacionada a fisiologia e a patologia de varios sistemas celulares
(CANDE, et al, 2002). De fato, o metabolismo redox alterado das células do
hospedeiro, particularmente as células endoteliais, pode agravar as complicacdes da
malaria, por exemplo, pelo aumento das lesGes endoteliais, inflamagéo e levando ao
desenvolvimento da malaria cerebral (KAVISHE et al., 2006), de forma que os
antioxidantes e os inibidores das proteases podem oferecer beneficio clinico através
da prevencao das complicacGes organicas devido a apoptose endotelial, mesmo que
nao possam acelerar o clearence do parasita (HEMMER et al., 2005).

Portanto, € possivel que a suplementacdo prévia com fontes ricas em
antioxidantes possa exercer papel preventivo ao desenvolvimento da doenca e se
constituir em estratégia de protecdo a individuos que se exponham ao parasita,

principalmente nas areas endémicas. Assim, dentre as fontes de antioxidantes que
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poderiam exercer este papel, duas séo particularmente interessantes: a N-
acetilcisteina, que € precursora da sintese hepética da glutationa (SCARDOELLI,
1996) e os cogumelos do género Agaricus, recentemente identificados como
portadores de elevada capacidade antioxidante total (LIU et al., 1997; GENNARI et
al., 2004; PERCARIO et al., 2009).

Nesse sentido, 0 uso de substancias antioxidantes podera restabelecer o
equilibrio redox, com consequente diminuicdo das alteracbes oxidativas nas
heméacias, aumentando a sobrevida dos animais, associada a um aumento da
capacidade antioxidante total e diminuicdo dos niveis dos marcadores do estresse
oxidativo, dificultando o estabelecimento da doenca. N&o obstante, € possivel que a
suplementacdo nutricional com o cogumelo Agaricus sylvaticus seja mais
pronunciada em relacdo a suplementacdo com N-acetilcisteina, em funcdo de sua

elevada capacidade antioxidante total.

1.1.1- Caracteristicas Bioldgicas e Ciclo Evolutiv. 0 do Plasmodium

O Plasmodium spp. pertence ao filo Apicomplexa, que inclue patdogenos
intracelulares, tais como os géneros Toxoplasma, Cryptosporidium, Eimeria, Babesia
e Theileria. Todos 0os Apicomplexa sao parasitas intracelulares, com crescimento e
replicacdo no vacuolo parasitéforo ndo-fagossomal, que € um compartimento ligado
a membrana. O filo Apicomplexa tem uma estrutura caracteristica, chamada de
apicoplasto (similar ao cloroplasto), que é essencial a sua sobrevivéncia, uma vez
que sintetiza o acido lipéico que € um potente antioxidante usado pelo parasita
(MORRISSETTE et al., 2002; TOLER, 2005; KEHR et al., 2010).

O ciclo de vida do género plasmodium €& complexo, com o parasita
alternando entre a reproducéo sexuada no hospedeiro invertebrado (mosquito) e a
reproducdo assexuada no hospedeiro vertebrado (SCHUSTER, 2002),
compreendendo estégios distintos morfologica e antigenicamente (FERREIRA et al.
2004).

O inicio do ciclo evolutivo do parasita no hospedeiro humano comeca com
a picada do mosquito fémea do género Anopheles infectado, cujos representantes
de importancia no Brasil sdo o A. darlingi, A. aquasalis e A. albitarsis (BRASIL,

2009). Assim, cerca de 20 a 200 esporozoitos sdo inoculados sob a pele,
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permanecendo ali por um curto periodo, possivelmente permeando a epiderme para
adentrar a corrente sanguinea (GARCIA et al., 2006).

Uma vez que 0S esporozoitos atingem a corrente sanguinea, séo
transportados via artéria hepatica ou veia porta aos sinusoides hepaticos, que séo
constituidos de células endoteliais altamente fenestradas e invadem células
hepéticas, iniciando o ciclo hepéatico (ou pré-eritrocitico). A retencdo dos
esporozoitos nos sinusodides hepaticos provavelvemente € mediada pelas proteinas
do circunsporozoito e proteina adesiva relacionada a trombospondina, que séo as
principais proteinas de superficie do esporozoito. A migracdo dos esporozoitos aos
hepatécitos infectados leva ao desevolvimento intracelular de trofozoitos pre-
eritrociticos que, por esquizogenia, dao origem aos merozoitos, capazes de infectar
eritrocitos (Fig. 2; FREVERT et al., 2005).

Das espécies de parasitas humanos da maléaria, P. vivax e P. ovale,
apresentam células latentes no figado, denominadas de hipnozoitos, que
sobrevivem no parénquima hepatico do hospedeiro e sdo fontes de recidivas que
ocorrem semanas ou meses apos a infeccdo primaria (SCHUSTER, 2002;
FERREIRA et al. 2004).

O ciclo eritrocitico do plasmodium comeca com o reconhecimento, ligacao
e invasdo das hemacias pelos merozoitos cerca de 1 a 2 minutos depois de serem
liberados. Depois que os eritrocitos sdo invadidos, os parasitas se encontram no
interior do vacuolo parasitéforo. Nas proximas 48 ou 72 horas, 0s parasitas seguem
varios estagios de desenvolvimento intra-eritrocicito (trofozoito jovem, trofozoito
maduro e esquizonte) até que 0s novos merozoitos sdo finalmente desenvolvidos, e
liberados pela ruptura de eritrocitos, passando a infectar novos eritrocitos (GARCIA
et al., 2006).

Quando as hemécias infectadas se rompem, cada esquizonte maduro
libera cerca de 8 a 32 merozoitos e cada um invade um novo eritrécito. A febre
paroxistica (acesso malarico), uma caracteristica da malaria, ocorre quando as
hemacias infectadas se rompem e liberam moléculas derivadas da atividade do
parasita, conhecidas como hemozoina, que estimulam a producédo de citocinas pro-
inflamatorias pelo hospedeiro. Depois de poucos ciclos, alguns merozoitos se
desenvolvem a estagios sexuais, conhecidos como gametdcitos (gametas masculino
e feminino), que podem ser ingeridos pelo mosquito vetor no momento do repasto de
sangue humano infectado (Fig.2; GARCIA et al., 2006).
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CICLO EVOLUTIVO DO PLASMODIUM

@ o

Figura 2: Ciclo evolutivo do Plasmodium. A) Ciclo esporogdnico; B) Ciclo eritrocitico;
C) Ciclo Hepatico (B e C — Ciclo esquizogbnico). 1) Esporozoito; 2) Merozoitos
sanguineos; 3) Penetracdo de merozoitos nas hemacias; 4) Esquizonte; 5)
Esquizonte maduro; 6) Gametécitos; 7) Gametdcitos maduros (microgametécito e
macrogametocito); 8) Microgametdécito exoflagelado; 9) Oocineto; 10) Oocisto; 11)
Esporozoitos (GOBBO, 2010).

Apds a ingestdo de sangue infectado pelo mosquito Anopheles, os
microgametas (masculino) e macrogametas (feminino) alcancam o intestino do
mosquito, onde 0os microgametas penetram nos macrogametas, formando os zigotos
gue se transformam em oocinetos, os quais podem invadir as células epiteliais do
intestino do mosquito (KAPPE et al.,, 2004; GARCIA et al.,, 2006), adquirem uma
forma trofica chamada oocisto que amadurece e forma centenas de esporozoitos
que séo liberados durante a sua ruptura (FERREIRA et al., 2004). Uma vez que 0s
esporozoitos passam pela lamina basal, chegando as glandulas salivares, podem
infectar outro hospedeiro (BATON et al., 2005).
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1.1.2- Patogénese da Maléaria

A patogénese da malaria é melhor compreendida na infeccdo pelo P.
falciparum, onde varios fatores contribuem para a gravidade da doenca. Altas cargas
parasitarias combinadas com a habilidade de infectar eritrocitos, que podem aderir
ao endotélio do hospedeiro, contribuem para a oclusdo vascular, desregulacéo
metabdlica e acidose, levando as manifestacbes da malaria grave, tais como,
sindrome da angustia respiratéria aguda, insuficiéncia renal, malaria cerebral e
pulmonar. Além disso, uma forte resposta das citocinas as proteinas do parasita,
liberadas durante a ruptura dos esquizontes, pode contribuir para as consequéncias
clinicas adversas (COOKE et al., 2000).

As manifestacdes clinicas da malaria grave podem incluir convulsées,
faléncia renal aguda, chogue hemodinamico, acidose metabdlica e anemia severa,
dependendo também de fatores relacionados ao hospedeiro, tais como a existéncia
de doenca falciforme e deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), que
podem modificar a susceptibilidade a doenca (DAY e DONDORP, 2007).

As hemacias infectadas com trofozoitos de P. falciparum jovens circulam
no sangue periférico, enquanto que quase todas as hemacias que contém
trofozoitos maduros e esquizontes sdo sequestradas nos vasos capilares de
diferentes 6rgaos, o que evita a sua remocéao pelo baco. Paralelamente, uma grande
quantidade de variacbes antigénicas codificadas na superficie do parasita foram
encontradas e relacionadas a ligacdo das hemécias infectadas com o parasita
maduro aos receptores endoteliais (FERREIRA et al., 2004).

A principal adesina derivada do parasita € a Proteina 1 de membrana
eritrocitaria de P. falciparum (PfEMP1; BECKER et al., 2004). Nos ultimos anos, a
PfEMP1 tem sido associada ao fendmeno da citoaderéncia e interacdo com um
grande numero de receptores endoteliais, tais como CD36, molécula de adesédo
intercelular-1 (ICAM-1), sulfato de condroitina A (CSA), molécula de adesédo da
célula endotelial a plaqueta (PECAM), molécula de adesdo a célula vascular
(VCAM), acido hialurdnico, sulfato de heparina, imunoglobulina G (IgG) e antigenos
dos grupos sanguineos ABO. Assim, acredita-se que a aderéncia das hemacias
infectadas aos receptores endoteliais esteja casualmente associada a doenca grave
(Figura 3; FERREIRA et al., 2004; PHIRI et al., 2009). A figura 3 mostra o fendmeno

da citoaderéncia envolvido nos casos de malaria grave.
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Receptores de citoaderéncia
endotelial: CD31, CD36, CSA,
ICAM-1 e VCAM-1

Receptores de rosetas:
antigenos de grupos

Ativagéo Rolling no Rosetas in Oclusao
endotelial receptor situ vascular

Figura 3: Citoaderéncia e rosetas no endotélio vascular. As hemacias infectadas se
ligam ao endotélio vascular e as hemécias nao-infectadas. Ambos os fendbmenos
contribuem para a oclusdo do fluxo sanguineo e consequente gravidade da doenca.
Os antigenos do parasita podem induzir a liberacdo de IFN-y e TNF-a, que
estimulam a expressao de receptores (ex. ICAM-1) e distribuicdo (ex. CD31) no
endotélio. ICAM-1 ¢é sugerido como mediador do rolamento das hemacias
parasitadas no entotélio, enquanto CD36 e CD31 seriam responsaveis pela maior
estabilidade da ligacao (CHEN et al., 2000).

A malaria grave, como € definida pela organizacdo mundial de saude
(OMS), refere-se ao quadro clinico apresentado por uma pessoa parasitada pelo P.
falciparum com uma ou mais das seguintes caracteristicas: prostracao, alteracdes da
consciéncia, angustia respiratéria ou edema pulmonar, colapso circulatorio,
sangramento anormal, ictericia, hemoglobindria ou anemia severa (hemoglobina <
50 g/L ou hematocrito < 15%). A prostracao e alteracfes da consciéncia ocorrem
frequentemente tanto em criangas como em adultos na doenca grave; o disturbio
respiratério e anemia grave sdo mais comuns em criangas, enquanto que a faléncia
renal e ictericia ocorrem com maior frequéncia nos adultos. A sindrome da angustia
respiratoria, normalmente ocorre durante o segundo ao quarto dia de tratamento,
mesmo quando a parasitemia diminue (SUH et al., 2004).

A maléria grave usualmente ocorre com parasitemia de 5% ou mais e,
mesmo com um bom acompanhamento, a taxa de mortalidade ultrapassa 20%. Os
grupos de alto risco de desenvolver malaria grave sdo pessoas imunodeficientes,
criangas e mulheres gravidas, que vivem em areas endémicas. As complicacdes
geralmente envolvem o sistema nervoso central, e 0os sistemas hematopoiético, renal
e pulmonar. Além disso, anemia severa, faléncia renal aguda, hemolise intravascular

e coagulopatias podem ser desenvolvidas (SUH et al., 2004).
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Nesse sentido, dentre as complicacbes graves causadas pelo P.
falciparum, destacam-se o comprometimento pulmonar, caracterizado principalmente
pela presenca de edema pulmonar agudo, e a malaria cerebral (CM), que é a
manifestacdo mais grave da malaria falciparum, caracterizada por forte cefaléia,
hipertermia, vOmitos, sonoléncia e convulsdes (principalmente em criangas;
BOULOS et al., 1993; PENET et al., 2007).

Em relacio a malaria pulmonar, estudos experimentais com
camundongos infectados pelo Plasmodium berghei mostraram as seguintes
alteracOes: (a) aumento da complacéncia pulmonar; (b) aumento da resisténcia
pulmonar; (c) aumento do volume respiratério; (d) aumento da capacidade residual
funcional; (e) rompimento do septo alveolar e aumento do espaco pneumatico, como
revelado por exame histolégico. As Ultimas mudancas (d, e) indicam lesbes
enfisematosas que podem referir-se a dificuldades respiratorias e a acidose,
aparecendo imediatamente antes da morte dos animais parasitados
(SADAVONGVIVAD et al., 1969).

A participacdo do pulmdo como um dos principais 6rgaos envolvidos na
gravidade da malaria ja vem sendo discutido a bastante tempo (BOULOS et al.,
1993; TAYLOR et al., 2006; ROJO-MARCOS et al., 2008), mas o conhecimento
sobre essa patogénese ainda € limitado, apesar de ser caracterizada clinicamente
como grave e frequentemente letal. Sabe-se que o quadro clinico inicial é de
sindrome da angustia respiratoria aguda, acompanhado, nas formas mais severas
da doenga, de edema pulmonar. Os mecanismos responsaveis por desencadear
esta complicagédo, parecem preceder do aumento da permeabilidade dos capilares
alveolares, levando ao acumulo de liquido nos pulmdes (TAYLOR et al., 2006).

Algumas teorias buscam encontrar a real causa desta complicacéo.
Alguns pesquisadores mostram que o edema pulmonar é resultante do choque
séptico, oriundo de uma co-infeccédo bacteriana (GACHOT et al., 1995; TAYLOR et
al., 2006); outros, que substancias oriundas da infeccdo parasitaria, tais como:
glicofosfatidilinositois (GPIs) - moléculas ancoradas as proteinas de membrana do
eritrocito parasitado que apresentam tal proteina as células do hospedeiro - e
vacuolos digestivos podem contribuir para as alteragbes vasculares que levam a
malaria pulmonar (GILLRIE et al., 2007). Outros pesquisadores acreditam que esses
acometimentos severos sejam oriundos do fendbmeno de citoaderéncia,

particularmente peculiar ao P. falciparum, sendo que, nesse caso, € perfeitamente
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possivel a ocorréncia de processos de isquemia e reperfusdo (POUVELLE et al.,
2007; PHIRI et al., 2009).

As alteracdes pulmonares decorrentes da infeccdo pelo Plasmodium
falciparum incidem em 3 a 10% dos casos, apresentando manisfestacdes clinicas
variaveis, desde discretas, relacionadas as vias aéreas superiores, até complicacdes
mais graves com hipdxia severa, edema pulmonar e morte. O edema pulmonar
agudo desenvolve-se em aproximadamente 1/3 dos casos fatais de malaria
falciparum entre adultos, com letalidade préxima a 70% (BOULOS et al., 1993).

Em criancas, o disturbio respiratério é uma resposta a acidose
metabdlica, predominantemete devido ao aumento da producdo do acido l4ctico.
Assim, a obstru¢do microvascular na presenca de anemia pode exacerbar a acidose
lactica. Além disso, eritrocitos rigidos podem exacerbar esta obstru¢cdo microvascular
e prejudicar o fluxo sanguineo, levando a maléria grave na fase aguda da doenca
(DAY e DONDORP, 2007).

A combinacdo gendmica dos parasitas da malaria de roedores e das
regides cromossdOmicas centrais que sao ortdlogas ao P. falciparum séo
representativas. Assim, o uso de P. berghei e P. yoelii (espécies que causam
malaria murina) como modelos geneticamente trataveis para a analise de varios
aspectos de trasmissao, fazem deles os principais parasitas utilizados para o estudo
experimental de malaria (KHAN e WATERS, 2004). Mais especificamente, da
mesma forma que o P. falciparum, o P. berghei ANKA possue a habilidade de
sequestrar-se na microvasculatura, de forma que a infecgcéo resulta em morte para
100% dos animais, sendo o parasita de escolha para estudos in vivo de malaria
cerebral experimental (OAKLEY et al., 2008).

Relatos mostram que a CM ocorre em mais de 10% de todos os casos de
malaria por Plasmodium falciparum em pessoas hospitalizadas e, destes, 80% sao
fatais (LOU et al., 2001). Por isso, varias observacdes de estudos de CM
experimental tem sido extendidas e confirmadas em doencas humanas. Primeiro, a
alta producado de citocinas foi detectada durante a CM experimental, contribuindo
para a patologia vascular cerebral. O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e o
interferon-gama (IFN-y) mostraram ser importantes mediadores na patogénese da
malaria. Segundo, linfocitos T helper (LTh) desenpenham um papel significante no
desenvolvimento da CM murina. Em resposta ao parasita, o hospedeiro elabora

uma resposta celular do tipo 1 (Th1) maior do que a resposta celular tipo 2 (Th2).
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Terceiro, as mudancas fenotipicas induzidas pelas citocinas das células endoteliais
microvasculares cerebrais representam um evento chave no sequestro das
hemacias parasitadas (LOU et al., 2001).

De fato, as células vasculares endoteliais desempenham um papel
fundamental na patogénse da infeccdo malarica, especialmente na citoaderéncia
dos eritrocitos infectados as células endoteliais. A expressao de moléculas de
adesdo nas ceélulas endoteliais € parcialmente regulada por radicais livres e
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL oxidada). O estresse oxidativo deve
regular as fungdes do endotélio vascular via radicais livres ou produtos bioativos de
peroxidacado lipidica. Isto pode resultar em alteracdes nos niveis de expresséo de
moléculas de adesao na superficie endotelial e, assim, aumentar a citoaderéncia dos
eritrocitos infectados (SIBMOOH et al., 2004).

No cérebro, o sequestro de hemacias ocorre em regibes de alta
densidade na microvasculatura. Portanto, € provavel que ocorra hipdxia local no
sequestro do parasita, com reoxigenacao na ruptura de esquizontes liberando seu
contedado. Assim, a sindrome de isquemia e reperfusdo € uma grande causa de
lesbes neuroldgicas na CM. Além disso, radicais livres, citocinas e aminoacidos

excitatérios podem contribuir para as lesdes neurologicas (BECKER et al., 2004).

1.2 — OS RADICAIS LIVRES E O ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sdo particulas (atomos ou moléculas) que apresentam vida
livre e niumero impar de elétrons na camada de valéncia, ou seja, SGo espécies
quimicas reativas que possuem elétrons ndo pareados nos orbitais mais externos.
Decorrem da definicdo quimica, duas propriedades peculiares: alta reatividade e alta
instabilidade. Estas propriedades manifestam-se nos radicais livres em meias-vidas
muito baixas, chegando a valores na ordem de 10%’s e a capacidade de reagir com
qualquer biomolécula, sendo necessario apenas que estas biomoléculas existam na
proximidade do local de formacé&o do radical livre (HALLIWELL, 2007).

Uma molécula pode tornar-se um radical livre tanto ganhando como
perdendo um elétron em uma reag¢ao quimica, bem como por fissdo homogénea de
uma ligacdo quimica. Normalmente o rompimento de uma ligagdo quimica ocorre de

maneira heterogénea, chamada fissdo heterolitica, na qual um dos atomos da
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ligagdo quimica retém ambos os elétrons compartilhados, tornando-se um ion
negativamente carregado (ou anion), enquanto o outro atomo perde ambos o0s
elétrons tornando-se um ion positivamente carregado (ou cation). Porém, nas
situacdes onde ha grande oferta de energia, tal como durante exposicao a radiacéo
ultravioleta (UV), a ligacdo quimica podera ser rompida de maneira que cada um dos
atomos que participa da ligagdo quimica retenha um dos elétrons compartilhados na
ligacdo, tornando-se radicais livres. Este fendbmeno € denominado fissdo homolitica
e pode ser um mecanismo importante na iniciacdo da peroxidacao lipidica,
fenbmeno associado a lesédo celular (HALLIWELL, 2007).

Embora algumas moléculas importantes nos processos oxidativos nao se
encaixem na definicdo quimica de radical livre, as espécies reativas de oxigénio
(ROS) sao consideradas as principais espécies quimicas relacionadas a

mecanismos patogénicos em humanos e animais. As principais ROS sao cinco:
radical superdxido (O;), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxila (OH"),

radicais alquila (R7) e radicais peroxila (ROO'"), sendo os dois primeiros
responsaveis pelo desencadeamento da producéo dos outros trés. As ROS, apesar
de incluirem diversas moléculas radicais livres, incluem outras que ndo obedecem
necessariamente a definicdo de radicais livres, embora sejam importantes no
metabolismo oxidativo. E o caso do H,O,, que ndo é um radical livre (ndo possui
elétron solitario na camada de valéncia), mas € fundamental para a producdo do
OH'", seja pela reacdo de Haber-Weiss (Figura 4), seja pela reacdo de Fenton
(Figura 5; HALLIWELL, 2007).

0;” +H,0, 0 MPFIME°s OH ™ +OH ™ + 0,

Figura 4: Reacdo de Haber-Weiss. O radical superoxido (O,”) reage com o peroxido
de hidrogénio (H,0,), na presenca de metais de transi¢do, para produzir radicais

hidroxila (OH™"), ions hidroxila (OH ™) e oxigénio (O,).

H,0, + Fe* M — OH"~ +OH~ + Fe*

Figura 5: Reacdo de Fenton. O perdxido de hidrogénio (H,O,) € ionizado na
presenca de ions ferrosos, levando a producao de radicais hidroxila (OH™") e ions
hidroxila (OH ). O fon ferroso (Fe*?) sofre oxidac&o sendo liberado na forma de fon
férrico (Fe*).
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A despeito de sua baixa reatividade, o O, e o H,0O,, capazes de pequena
acao direta sobre constituintes celulares causando-lhes danos, sao considerados
importantes pelo fato de reagirem entre si para produzir o OH"", através da reacao
de Haber-Weiss (Figura 4), Atuando sobre lipidios, carboidratos, proteinas e acidos
nucléicos, em um fenbmeno chamado de "estresse oxidativo", o OH"'™ leva a
modificacdes da funcdo e estrutura celular que, por sua vez, poderdo levar esta

célula a morte.

As acbes do OH'™ sobre Acidos nucléicos podem causar modificacGes
estruturais na molécula do DNA, implicando na sua destruicdo ou em mutacdes
génicas; sobre carboidratos (principalmente em glicosaminoglicanos) sdo capazes
de provocar quebras da estrutura, incorrendo na perda do reconhecimento do
contato celular, podendo levar a divisbes celulares nao limitadas pelo contato com
células vizinhas; nas proteinas, as ROS causam a peroxidacdo protéica, que
promovem a quebra de cadeias polipeptidicas, perda e/ou alteracdo de atividade
enzimatica; sobre lipidios causam a peroxidacao lipidica, que é o principal
responsavel pelas alteracdes da permeabilidade da membrana celular (HALLIWELL,
2007).

Mesmo nas agressdes onde as ROS nado sdo a causa primaria da lesao,
elas sdo importantes porque toda destruicdo celular libera ferro, o qual catalisa a
geracdo do OH'", que é bastante reativo, sendo capaz de iniciar a peroxidacao
lipidica e geralmente resultando na destruicdo das membranas celulares das células
vizinhas e na propagac¢éao do dano celular (HALLIWELL, 2007).

O estresse oxidativo €, assim, definido como um desequilibrio entre os
elementos pro-oxidantes e os antioxidantes, em que o0s pré-oxidantes formados
estdo aumentados. Portanto, o estresse oxidativo resulta da producdo em excesso
de ROS ou da reducdo da capacidade antioxidante do organismo (PABON et al.,
2003; SOHAIL et al., 2007).

1.2.1 - O Estresse Oxidativo na Malaria

O papel do estresse oxidativo durante a infec¢cdo malarica ndo esté claro,

alguns autores indicam um papel protetor, enquanto que outros sugerem relacéo
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com a fisiopatologia da doenca (SOHAIL et al., 2007). No entanto, recentes estudos
sugerem que a geracao ROS e o0 estresse oxidativo associado desempenham um
papel crucial no desenvolvimento de complica¢cdes sistémicas da maléaria. A infeccao
malarica induz a geracdo de radical ‘OH no figado, que deve ser o principal
responsavel pela inducdo de estresse oxidativo e apoptose (GUHA et al.,, 2006).
Adicionalmente, Atamna et al. (1994) observaram que hemacias infectadas com P.
falciparum produziram radicais H,O, e OH" cerca de duas vezes mais em relacéo as
hemacias normais.

A producdo de ROS durante a infeccdo malarica ocorre via trés
mecanismos principais: um deles envolve a degradacdo de hemoglobina pelo
parasita, onde o Fe*? é oxidado a Fe*?, depois 0 heme é separado da hemoglobina e
os elétrons produzidos reagem com o oxigénio molecular para formar ROS; o
segundo mecanismo requer a ativacdo da resposta imune do hospedeiro, que
resulta na producdo das citocinas TNF-a e IFN-y, com aumento na explosdo
respiratorio e consequente geragdo de ROS nos fagdcitos (PABON et al., 2003); a
terceira via envolve a sindrome de isquemia e reperfusdo que é causada pela
oclusdo arterial, resultando em cessacdo de oferta de oxigénio, com
desacoplamento da cadeia respiratéria mitocondrial e, consequentemente, consumo
das reservas celulares de adenosina trifosfato (ATP), além do aumento dos niveis
de Ca’ intracelular e mediadores inflamatérios. A reperfusdo é antagbnica a
isquemia e exacerba as lesdes causadas pela isquemia através da geracdo de
radicais superoxido e peréxido de hidrogénio pelo sistema xantina oxidase
(POUVELLE et al., 2007; PHIRI et al., 2009). Além disso, ocorre a geracao de ROS
por cadeia transportadora de elétrons, degradacdo de proteinas citosdlicas ou
reacoes redox do heme (POTTER et al., 2005).

O aumento do estresse oxidativo no interior do vacuolo digestivo do P.
berghei € um dos mecanismos para a destruicdo do parasita, como ja se
demonstrou pela acdo de cloroquina e amodiaquina. Por outro lado, o estresse
oxidativo pode aumentar as lesbes oxidativas da membrana dos eritrocitos,
reduzindo a capacidade de deformacdo destas células e, por fim, induzindo a
remocdo e destuicdo macica dos eritrocitos por macréfagos, levando a anemia
severa, oclusdo de microvasculatura periférica, patologia cerebral (hipoxia) e danos

cardiacos, observados em malaria grave por P. falciparum (KAVISHE et al., 2006).
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O estresse oxidativo pode ser avaliado em fluidos biolégicos pela
quantificacdo de produtos enddgenos, resultantes da peroxidacao lipidica, tais como
o malondialdeido (MDA) ou pela avaliacdo da atividade de enzimas envolvidas nos
mecanismos antioxidantes. O MDA € um aldeido enddgeno produzido pela oxidagao
de Acidos graxos e tem sido usado como marcador do estresse oxidativo (ARAUJO
et al., 2008).

1.2.2 — Peroxidacgéo Lipidica e Hemodlise em Eritroci  tos Infectados

A acdo das ROS nas membranas biologicas tem como conseqiéncia a
peroxidacao lipidica, evento que se caracteriza por uma cadeia de reacdes que se
inicia com a retirada de um atomo de hidrogénio de um grupo carbonometileno da
cadeia lateral de uma molécula de acido graxo livre, transformando-o, igualmente,
em uma ROS (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990). Para estabilizar sua

configuracdo, essa ROS pode reagir com O,, formando um radical peroxila, o qual

sofre a acdo de diversos agentes, dentre eles o Fe*?, formando Fe** e OH"", na
reacdo de Fenton (Fig. 5). Assim, a partir destas reagbes em cadeia, 0s acidos
graxos livres se transformam em hidroperoxidos.

A peroxidacédo lipidica € um fenbmeno complexo que apresenta varias
reacoes quimicas secundarias, resultando em uma gama de produtos, subprodutos
e produtos intermediarios, tais como os hidroperoxidos e dienos conjugados,
compostos carbonilicos reativos ao acido tiobarbittrico (TBA) - sendo o MDA o mais
importante representante dessas moléculas e o mais utilizado para avaliacdo
laboratorial da peroxidacdo lipidica - bem como produtos terciarios, incluindo
hidrocarbonetos volateis e substancias fluorescentes (KNIGHT et al., 1988; ARAUJO
et al., 2008).

Os resultados da peroxidacdo lipidica sé@o alteracdes funcionais e
estruturais da membrana plasmatica, levando a hemdlise, a qual tem sido sempre
associada ao aumento da quantidade de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), um indicador da peroxidagdo lipidica. Os altos niveis de produtos de
peroxidacdo lipidica, tal como TBARS, sdo observados em hemacias parasitadas
por P. falciparum, P. vinckei, P. berghei e P. chabaudi (DAS e NANDA, 1999). A

figura 6 mostra esquematicamente este fenémeno.
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Figura 6: Representacao esquematica da peroxidacéo lipidica dos acidos graxos da
membrana celular. O radical livie OH" abstrai um hidrogénio do acido graxo, dando
origem ao radical lipidico. Este, por ser instavel, sofre um rearranjo molecular e
forma um dieno conjugado, o qual pode reagir com uma molécula de oxigénio e
formar um radical peroxila que abstrai um hidrogénio do acido graxo, dando origem a
uma reacdo em cadeia (Del Maestro, 1980).

De fato, Das e Nanda (1999), avaliaram a extensao e génese do estresse
oxidativo, bem como, a relacdo entre hemolise e estresse oxidativo em criancas
infectadas pelo P. falciparum e observaram que as ROS parecem ser geradas tanto
no interior dos eritrocitos infectados, quanto nos fagécitos do hospedeiro e que as
ROS devem contribuir significativamente para o estresse oxidativo, como
evidenciado pela baixa concentracédo plasmatica de antioxidantes.

A hemodlise ou danos extensivos a membrana pode levar a altas
concentragbes de heme livre, causando estresse oxidativo e inflamag¢do. Uma vez
liberado, o heme livre pode amplificar as lesdes celulares e a resposta inflamatoria
(PORTO et al., 2007).

A hemozoina, um metabdlito do parasita liberado durante a esquizogenia,
€ capaz de induzir a liberacdo de citocinas (TNF-a e interleucina -1p) pelas células
do sistema mondcito/macrofagico. O heme livre € um poderoso gerador de radicais
livres, pois possui atomos de ferro (Fe'™") que podem catalisar reacdes de Fenton e
Haber-Weiss, podendo causar sérios danos as biomoléculas, tanto do parasita
quanto do hospedeiro (JAMARILLO et al., 2005; KELLER et al., 2006).
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Adicionalmente, Porto et al. (2007), considerando que o heme induz a
guimiotaxia dos neutrofilos, observaram que varios analogos do heme sao capazes
de induzir a migracao de neutrdfilos in vitro e in vivo. Aléem disso, verificaram que as
mesoporfirinas, moléculas que ndo possuem grupos vinil em seus anéis, ndo foram
quimiotaticos para neutrofilos e inibiram seletivamente a migragdo induzida pelo
heme. Os autores concluiram que o heme ativa os neutrofilos através de sinalizagéo
quimioatrativa e que as mesoporfirinas podem ser importantes no tratamento das
consequéncias inflamatorias, como disturbios hemorragicos e hemoliticos.

O aumento da peroxidacgéo lipidica e do estresse oxidativo relatados na
malaria humana podem afetar a membrana de hemécias infectadas, promovendo a
diminuicdo da deformidade destas células, o que tem sido associado ao aumento da
mortalidade de adultos e criancas com malaria. As consequéncias deletérias do
aumento da rigidez do eritrécito incluem a obstru¢cdo microcirculatoria (exacerbando
a hipoperfusédo tissular) e a rigidez celular, com posterior remocao pelo baco,
aumentando a anemia (BECKER et al., 2004).

Glenister et al. (2002), estudaram a contribuicdo das proteinas KAHRP
(proteina rica em histidina associada a deformidade) e PfEMP3 (Proteina 3 de
membrana eritrocitaria de P. falciparum) no aumento da rigidez da membrana de
hemacias infectadas. Os resultados mostraram que na auséncia de ambas as
proteinas, a membrana apresentou baixo nivel de rigidez e que KAHRP teve maior
efeito sobre a rigidez do que PfEMP3, sugerindo que estas proteinas do parasita
contribuam para a rigidez das hemacias.

Em resposta ao aumento do estresse oxidativo, 0S seres Vivos
desenvolveram diferentes mecanismos de defesa antioxidante para remover ou
diminuir a reatividade das ROS, mantendo o estado redox celular. Esta defesa é um
mecanismo fisioldgico do organismo contra a agressado provocada por ROS através
do uso das reservas antioxidantes celulares, que evitam a geracdo de ROS por meio
da varredura ou reducgédo, formando compostos menos reativos (KAVISHE et al.,
2006).
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1.3- A DEFESA ANTIOXIDANTE FISIOLOGICA

Fisiologicamente, o organismo pode se defender da agressdo causada
pelas ROS utilizando as reservas antioxidantes celulares. Estas reservas sao
constituidas por trés sistemas de defesa antioxidante: enzimatico, moléculas
pequenas e o sistema de quelacdo de metais, 0s quais reagem com as ROS e
retardam ou previnem a oxidac&o de biomoléculas (PERCARIO, 2000).

O sistema antioxidante enzimatico € composto por trés tipos de enzimas
principais: as enzimas superoxido dismutases (SOD), que atuam sobre o radical O,~
transformando-o em H,O,, um produto menos toxico. As SOD séo representadas
pela SOD-mitocondrial (manganés dependente), a SOD-citoplasmatica (dependente
de cobre e zinco) e a SOD-extracelular (ferro dependente). Fazem parte do sistema
antioxidante enzimatico ainda, as enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) selénio
dependente e a catalase (dependente de ferro). Tanto a glutationa peroxidase como
a catalase atuam sobre o H,O, transformando-o em agua. No entanto, o organismo
nao dispbe de enzimas que atuem sobre o radical hidroxila, verdadeiro causador de
estresse oxidativo. Felizmente, para este fim, nosso organismo pode utilizar
moléculas pequenas que diminuem a reatividade do radical hidroxila, tais como as
vitaminas A, E e C, o beta caroteno, o acido urico e a molécula de GSH (FELIPPE Jr
e PERCARIO, 1995; PERCARIO et al., 2001).

Além da producdo de enzimas antioxidantes e da utilizacdo de moléculas
pequenas como sistema auxiliar na defesa antioxidante, o organismo utiliza-se de
proteinas que se ligam a metais de transi¢cdo impedindo-os de catalisar as reagcdes
de Haber-Weiss (Fig. 4) e de Fenton (Fig. 5). Este sistema quelador de ions
metalicos € composto por moléculas como a ferritina, a transferrina e a lactoferrina
(queladoras de ferro), a ceruloplasmina e a albumina (queladoras de cobre) e um
grupo de proteinas chamadas de metalotioneinas, as quais apresentam
grupamentos tidlicos, capazes de se ligar a varios metais, tais como o chumbo e o
cadmio (HALLIWELL, 2007).
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1.3.1- Mecanismos de Defesa Antioxidante Envolvidos na Infeccdo pelo

Plasmodium

Durante a infecgéo pelo Plasmodium, o hospedeiro humano se defende
da agressdo sofrida utilizando diferentes mecanismos antioxidantes. O principal
deles é o sistema redox da glutationa, que protege as células contra o estresse
oxidativo através da “varredura” quimica das ROS (EREL et al., 1997; Dumaswala et
al. 2001; Glosli et al. 2002). Os elementos essencias sdao a GSH-Px que reduz
peroxido de hidrogénio ou perdxido lipidico; glutationa-S-transferase (GST) que
conjuga eletréfilos a GSH, e algumas bombas de membrana que podem retirar a
glutationa oxidada (GSSG) ou GSH conjugadas.

A GSH-Px é uma enzima sequestrante de peroxidos lipidicos dependente
de selénio, com concomitante oxidacdo da glutationa, tendo atividade antioxidante
nos eritrécitos (POTTER et al., 2005). A enzima é distribuida tanto em animais como
em plantas e exerce um grande espectro de funcdes bioldgicas, desenvolvendo um
papel antioxidante muito importante na defesa contra as lesfes oxidativas das
células pela varredura de H,O; intracelular (TRIVEDI et al., 2005).

Outro sistema importante € o da tioredoxina que compreende a TrxR e
tioredoxinas (Trx; KRNAJSKI et al.,, 2002; BOZDECH et al.,, 2004), que estao
envolvidos na defesa antioxidante, reducdo de ribonucleotideo, de peroxidases e
fatores de transcricao (BECKER et al., 2004). Semelhante a glutationa, a tioredoxina
pode interagir com diversas proteinas e pode ser novamente reduzida in vivo pela
enzima TrxR, com o consumo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH) para a reducéo das liga¢6es dissulfito (HALLIWELL, 2007).

A reducdo da GSSG pode ser facilitada pela alta taxa do sistema TrxR/Trx
nas células deficientes de glutationa redutase, o que deve ser importante em alguns
estagios do Plasmodium (KANZOK et al., 2000). Desse modo, os sistemas redox da
tiredoxina e da glutationa parecem representar dois meios poderosos de
detoxificacdo das ROS para o P. falciparum e sdo sistemas eficientes para impedir o
desenvolvimento do parasita no interior das células do hospedeiro (MULLER et al.,
2001).

A enzima SOD também ¢é importante na defesa antioxidante, pois tem a
propriedade de dismutar o radical O, em H,O, e O,. Isto pode ocorrer no vacuolo

digestivo, que pode ser considerado o maior gerador de ROS, onde a
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ferroprotoporfirina I1X é oxidada de Fe* a Fe* com consequente producéo de O,
(BECKER et al.,. 2004). O H,0O,, contudo, também precisa ser detoxificado por
peroxidases ou catalase porque, na presenca de atomos metalicos reduzidos, pode
transformar-se em um radical OH" altamente reativo. A catalase é uma enzima
tetramérica que converte eficientemente H,O, em agua e oxigénio sem producao de
ROS (BOZDECH et al.,. 2004; De JONG et al.,. 2007). Por outro lado, a expressao
de citocinas induzidas pela hemozoina parece ser dependente da producdo de ROS
e pode ser inibida pela adicdo da SOD (PINO et al., 2005). A figura 7 mostra
esquematicamente os mecanismos de defesa antioxidante envolvidos na infeccéo

pelo Plasmodium.

[ Ciclo da pentose ] [ Biossintese da Glutationa ]
D-glicose-6P
| = NADP" s L-Glutamato + L-Cisteina

Glicose-6P desidrogenase hT—I
ATP =

¥ ™% NADPH + H* —
D-glusans-1 5-lactone-6P Mg*, K | v-Glu-Cis sintetase

Transporte ) ATP+Pi
P 6-Fosfoaliconolactonase

dm(-;tglce’:(‘)trr]c?r:?l v-L- Glutamil-L-Cisteina
6-Fosfato-D-gliconato ATP ~J -~ Ciycine
Outros processos \ Foadaid < Mg™], [<°] Glutationa
metabglicos 207 6-Fosfogliconato desidrogenase ATP+pi & |
2H
CO, 1 ™ .
£ {' MADPH + H y-L- Glutamil-L-Cisteina-

D-Ribulose-5P '\* Glicina (GSH)

rd

EigeSV?l\ObC_'a et NADPH:H'  NADP*

emoglobina no Ribonucleotideo [~ TreS; t’ GSH G,
vactiolo digestivo redutase -\l N\ 7 21,0, ki
Tioredoxina Glutationa Glutationa S- Ribonucleotideo

2H,040, redutase redutase transferase redutase

Perowiredos TreSH, 4 N cesc® P 2r0+0. ]y 7

- GrSH,

= 2,0, r o
2 S o S e DEIRIE 1\ Célula do hospedeiro
Glutati Glutationa .

Catalase pefoaxiggsa redutase Ciclo da pentose fosfato

Figura 7: Representacdo esquematica da defasa antioxidante no eritrécito infectado
pelo plasmodium (BECKER et al., 2004).
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A GSH é uma molécula pequena que desempenha importantes papéis
nas hemacias infectadas pelo P. falciparum, protegendo as hemacias do estresse
oxidativo e modulando as modificagcbes de membrana induzidas pelo parasita e pelo
catabolismo do heme. A homeostase da GSH € regulada por varias enzimas, tais
como glutationa redutase, GSH-Px e GST (GLOSLI et al., 2002). A GSH serve como
substrato para um grande numero de processos de reducdo, como aqueles
mediados por tioredoxina redutase (TrxR) e GST, resultando na formacéo de GSSG
(BOZDECH et al., 2004).

A G6PD é uma enzima expressa em todos os tipos celulares do
organismo e também auxilia nas vias antioxidantes pela geracdo de NADPH, que é
consumida pelo ciclo redox da glutationa, dando suporte as vias antioxidantes
celulares. Mutacdes na G6PD provavelmente fornecem alguma protecdo contra as
complicagbes da malaria grave. A deficiéncia de G6PD é o polimorfismo genético
mais comum na populagcdo humana, afetando mais de 400 milhdes de pessoas em
todo o mundo (WILMANSKI et al., 2005; PRCHAL et al., 2005).

Nesse sentido, Pino et al. (2005), verificaram que macrofagos deficientes
de G6PD, tém um aumento na producéo de interleucina-10 (IL-10) e interleucina-12
(IL-12), que sédo envolvidas na producdo de ROS nestas células. Do mesmo modo,
Wilmanski et al. (2005), avaliaram se a deficiécia de G6PD manifesta alteracées na
producdo de citocinas em macrofagos peritoneais de ratos e encontraram que esta
deficiéncia esta ligada ao aumento na producédo das citocinas com impacto na
producéo de IL-10, modulando a reposta imune.

Recentemente tem se relatado a expressao de heme oxigenase-1(HO-1)
em individuos que morreram de malaria causada pelo P. falciparum. A HO-1 é uma
enzima que degrada heme, produzindo biliverdina, ferro e mondxido de carbono
(CO), o qual se liga a hemoglobina para formar carboxihemoglobina (COHb). HO-1 e
CO sao considerados protetores devido apresentarem um potente efeito anti-
inflamatorio. O aumento da expressdo de HO-1 reduz a inflamacao induzida pelo
heme e promove a expresédo de citocinas anti-inflamatorias. Além disso, CO protege
o figado das lesBes pela sindrome de isquemia e reperfusdo em ratos deficientes de
HO-1. Assim, humanos deficientes de HO sao caracterizados pela vulnerabilidade as
lesbes oxidativas e inflamatdrias (CUNNINGTON et al., 2004).
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1.3.2 - Mecanismos de Defesa Pro-Oxidante Envolvido s na Infeccdo pelo

Plasmodium

Tem se demonstrado que o estresse oxidativo esta relacionado com um
papel protetor em portadores de malaria (GUHA et al., 2006). Tanto as ROS quanto
as espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo sugeridas como possiveis agentes
capazes de destruir o Plasmodium. Assim, o H,O, e o O,  podem funcionar
independentemente como agentes citotéxicos ou formar outras moléculas toxicas,
incluindo o radical OH", &cido hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOO™) na
presenca de oxido nitrico (NO; GILLMAN et al., 2004).

O radical ONOO * é um poderoso modificador de proteinas e seus efeitos
incluem a nitrosacdo de cisteina, oxidacdo de cisteina, triptofano e metionina e
nitracdo de tirosina. Em uma grande variedade de doengas humanas, tem se
observado niveis elevados de nitrotirosina intra e extracelularmente, o que implica o
ONOO " como um agente fisiopatolégico. De fato, ONOO " estd envolvido na
fisiopatologia da malaria cerebral e varias outras doencas infecciosas e parasitarias
e seus efeitos agravam quando os niveis de glutationa estdo diminuidos (SAVVIDES
et al., 2002).

O aumento na producdo de ROS pelos fagécitos, como parte da defesa
do hospedeiro, € um evento primario da malaria. As ROS geradas pelos macréfagos
sao conhecidas como moléculas efetoras ndo especificas no seu arsenal de defesa,
gue pode contribuir para as lesfes oxidativas ao parasita, bem como aos eritrocitos
parasitados ou ndo, uma vez que as ROS sao capazes de se difundir através da
membrana das hemacias (DAS e NANDA, 1999). Do mesmo modo, neutrofilos
secretam enzimas proteoliticas e ROS, os quais podem desencadear apoptose de
células endoteliais em baixas concentracbes e necrose em altas concentracdes
(HEMMER et al., 2005).

O Plasmodium é muito vulneravel ao estresse oxidativo durante a fase
eritrocitica. A medida que a infeccéo progride, o parasita também leva a ativacéo de
macrofagos, com consequente liberacdo de ROS no meio extracelular (TRIVEDI et
al., 2005). Por isso, as ROS sao frequentemente discutidas na literatura como
mecanismo na imunidade antimalarica e patogénese da doenca (CLARK et al.,

1989). Assim, 0 estresse oxidativo aumentado pode representar um mecanismo
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promissor de quimioterapia antimalarica devido ao numero de evidéncias sugerindo
de que ele pode inibir efetivamente o crescimento do parasita (TRIVEDI et al., 2005).

De fato, é geralmente aceito que as ROS, incluindo O,, ONOO " e NO,
destroem o parasita intraeritrociticamente (SOBOLEWSKI et al., 2005). Portanto, a
malaria grave causada por Plasmodium falciparum est4 associada a ativacdo de
neutrofilos e mondcitos, niveis elevados de citocinas e lesBes endoteliais. Assim, 0s
neutrofilos ativados e seus produtos secretados podem exercer ndo apenas
atividade antiparasitaria, mas também lesdes endoteliais, que podem levar a faléncia

organica na maléaria grave (HEMMER et al., 2005).

1.3.3 — A Defesa Antioxidante do Plasmodium

Para se proteger dos mecanismos de defesa pré-oxidantes do
hospedeiro, o Plasmodium possui um sistema enziméatico composto pelas enzimas
SOD, GST e tioredoxinas, bem como, por moléculas pequenas, tais como a GSH.
Além disso, o0 sistema antioxidante do parasita € constituido com proteinas do
estresse, que formam um segundo sistema protetor de células e organelas contra o
estresse térmico e oxidativo presentes na malaria falciparum (AKIDE-NDUNGE et
al., 2009).

Durante o desenvolvimento intra-eritrocitico do P. falciparum, as ROS séo
produzidas tanto pelo parasita quanto pelas hemacias do hospedeiro. No entanto, o
parasita possui uma organela, chamada apicoplasto, que é essencial a sua
sobrevivéncia, sendo utilizada para evitar o dano oxidativo causado pelo hospedeiro,
sintetizando o &cido lipdico, um potente antioxidante (TOLER, 2005).

O sistema TrxR/Trx é o principal mecanismo envolvido na defesa
antioxidante do Plasmodium, transferindo elétrons de NADPH a moléculas
aceptoras, como peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos, e também a proteinas,
como ribonucleotideo reductase e fatores de transcricdo (KANZOK et al., 2000;
KRNAJSKI et al., 2002). Este sistema esta envolvido na reducdo de ribonucleotideo
e, consequentemente, na sintese de DNA, o que o torna essencial para a
sobrevivéncia dos estagios eritrociticos do parasita (KRNAJSKI et al., 2002).

Outra importante enzima antioxidante envolvida na protecéo do parasita é

a GST, que age na detoxificagdo de fase Il, catalisando a conjugacdo de GSH com
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uma grande variedade de substratos eletrofilicos. Além de reagBes de conjugacéao,
algumas GST podem catalisar a reducéo de hidroperoxidos gerados, dependente de
GSH, por exemplo, durante o estresse oxidativo. A GST também é capaz de se ligar
a compostos enddgenos, tais como hormonios, heme e bilirrubina. A atividade de
GST tem sido detectada em todas as espécies de Plasmodium estudadas, bem
como, em todos 0s estagios intra-eritrociticos do parasita (HILLER et al., 2006).

Além dos mecanismos de defesa antioxidantes citados, Mashima et al.
(2002), verificaram que o complexo proteina 2 rica em histidina do Plasmodium
falciparum ligada a ferriprotoporfirina IX (PfHRP2-FePPIX) tem propriedades
antioxidantes benéficas ao parasita pode ndo ser previamente reconhecido pelos
antioxidantes do hospedeiro. Em pH neutro, a PfTHRP2 modula a atividade redox da
ferriprotoporfirina IX, protegendo o ascorbato da degradacédo induzida pela FePPIX,
atenuando a formacao de radicais alcoxil e hidroxila.

Somando-se a defesa antioxidante do Plasmodium, Sobolewski et al.
(2005) analisaram os efeitos do NO e ROS no Plasmodium berghei ex vivo para
estudar os mecanismos de evasdo do parasita frente a defesa pro-oxidante do
hospedeiro, com atencéo particular para o estado molecular da hemoglobina.Os
pesquisadores verificaram que a hemoglobina envolve o parasita e protegendo-o
das ROS.
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2— REVISAO DA LITERATURA

2.1 - RESPOSTA IMUNE E PAPEL DO OXIDO NITRICO NA MALARIA

A resposta imune na infeccdo malarica envolve diversas citocinas, tais
como, TNF-a e IFN-y, as quais sdao necessarias para o0 hospedeiro humano
combater a invasdo do parasita, mas a alta producéo de citocinas também pode ser
muito prejudicial ao hospedeiro. Niveis elevados de TNF- a podem causar febre e
desordens no sistema imune, mas TNF-a e IFN- y também promovem a expressao
de receptores endoteliais, tais como ICAM-1, e, provavelmente, CD31 no endotélio
(CHEN et al., 2000). Além disso, a maioria dos mecanismos para a destruicdo do
parasita envolve a producédo de IFN-y, por celulas Thl induzidas na infeccdo aguda
pelo Plasmodium, a qual ativa macrofagos a secretar NO e ROS contra o plamodium
(SOBOLEWSKI et al., 2005).

O TNF-a é uma citocina envolvida em varias doencas e muitas de suas
acOes estdo relacionadas ao envolvimento do estresse oxidativo (GLOSLI et al.,
2002). Sendo assim, Clark et al., (2004) verificaram que TNF-a poderia induzir
células endoteliais a gerar NO, que 0s neurdnios respondem ao NO e gque, assim
como o oxigénio, ele pode atravessar livremente as membranas celulares, portanto,
a inducéo da sintese de NO por TNF-a nas paredes dos vasos sanguineos cerebrais
poderia fornecer uma ligacéo plausivel entre TNF-a e coma. Nao obstante, TNF-a e
IFN-y sdo altamente produzidas durante a CM e séo, as vezes, detectaveis em altas
concentracfes em ratos e em pacientes com CM (LOU et al., 2001).

Outra citocina que parece estar envolvida na malaria é o fator estimulador
de colbnias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF), atuando de forma efetiva na
imunidade celular contra o Plasmodium, conforme demostrado em modelos
experimentais (KAUR et al.,, 2004). Em estudo semelhante, animais deficientes na
sintese de GM-CSF apresentavam resposta imune prejudicada frente a infeccéo
pelo parasita (RIOPEL et al., 2001). Também é provéavel a relagcédo entre 0 GM-CSF e
o NO, conforme demonstrado por Kaur et al. (2004) onde o pré-tratamento com GM-
CSF e metionina-encefalina (ME) protegeu camundongos da malaria. No entanto,
guando os animais também foram pré-tratados com inibidores totais e da forma
induzivel da NOS, a mortalidade dos animais aumentou significativamente,
sugerindo que a protecédo exercida pelo GM-CSF/ME seja, a0 menos parcialmente,
devido ao NO.
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O NO é produzido a partir do aminoacido L-arginina por acdo das enzimas
oxido nitrico sintetase (NOS). Trés isoformas da enzima NOS séo caracterizadas,
baseado na localizacédo tecidual, sendo duas formas constitutivas (c-NOS) e uma
induzivel (i-NOS). As formas constitutivas incluem: NOS neuronal ou NOS-1,
expressa pelas células nervosas durante a neurotransmissédo, e NOS endotelial ou
NOS-3, produzida pelas células endoteliais para promover vasodilatacdo. A forma
induzivel é a NOS inflamatdria ou NOS-2, produzida pelas células fagociticas em
resposta aos patégenos (GILLMAN et al., 2004; DHANGADAMAJHI et al., 2009).
Quando a NOS produz o NO, grande quantidade dele é liberada na corrente
sanguinea, podendo ser varrido pela hemoglobina (Hb) nos eritrécitos ou convertido
a nitrito na presenca de oxigénio molecular (MAY et al., 2000).

As funcbes do NO estdo relacionadas ao relaxamento vascular,
neurotransmissao e citotoxicidade celular contra varios micro-organismos, por
ativacdo da guanilato ciclase para produzir o segundo mensageiro guanidina
monofosfato ciclico (cGMP; FRITSCHE et al., 2001; FERNHOFF et al., 2009).
Apesar de ser um importante mediador citotoxico de células imunes efetoras
ativadas, capaz de destruir patbgenos e células tumorais, o0 NO é potencialmente
toxico, particularmente em situagdes de estresse oxidativo, com alta producédo de
ROS, e deficiéncia do sistema antioxidante (DUSSE et al., 2003). O papel do NO na
malaria ndo esta claro, mas alguns pesquisadores sugerem que a malaria cerebral
seja consequéncia da alta producdo de NO para promover a morte dos parasitas
(YEO et al., 2007; CABRALES et al., 2011). Por outro lado, alguns defendem a ideia
de que a malaria cerebral decorra da baixa disponibilidade desta substancia
(GRAMAGLIA et al., 2006).

De acordo com Jaramillo et al. (2003), além da peroxidacao lipidica, sabe-
se que o NO pode desempenhar papel fundamental na eliminagcdo do parasita, no
entanto, seu excesso causa imunossupressdo, assim como, pode acarretar o
desenvolvimento da malaria cerebral. Além de algumas moléculas do parasita serem
bem conhecidas como indutoras de NO, ha uma contribuicdo direta do pigmento
malarico, a hemozoina, que, associado ao IFN-y, mediador de sintese de acido
ribonucléico mensageiro (MRNA) para iNOS, é um potente indutor da geracdo de
NO em macréfagos. Anos mais tarde, Jaramillo et al. (2005) também verificaram que
além de induzir a sintese de NO, a hemozoina seria responsavel pela ativacao de

macrofagos por mecanismos parcialmente dependentes de NO.
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Paralelamente, May et al. (2000) buscaram compreender a acdo do nitrito
nas hemacias e se essa a¢do causa estresse oxidativo nessas células. Verificaram
que o nitrito penetra rapidamente nos eritrocitos e reage com a oxihemoglobina,
levando a formacdo de metemoglobina, mas ndo promove alto estresse oxidativo

nessas células.

2.2— EVIDENCIAS DAS ALTERACOES DA DEFESA ANTIOXIDANTE EM
PORTADORES DA MALARIA

2.2.1- Em Modelos Experimentais da Malaria

O padrao de infeccao pelo Plasmodium berghei ANKA consiste de uma
sindrome neuroldgica que ocorre de 6 a 14 dias apés a infeccdo e com uma
mortalidade de cerca de 90%. As manifestacdes neuroldgicas incluem paraplegia,
ataxia e convulsdes. Os 10% restantes dos ratos infectados morrem dentro de 3 a 4
semanas, com anemia severa, hiperparasitemia e sem sinais neurolégicos (LOU et
al., 2001). As lesdes hepaticas durante a infeccdo pelo P. berghei, aumentam a
expressdo do mRNA de IL-12, proteina 40 (p40), IFN- vy, IL-4, e IL-10, com
consequente aumento na sintese de NO (YOSHIMOTO et al., 1998).

Durante a infeccdo malarica pelo Plasmodium em roedores, ocorre
diminuicdo dos niveis de enzimas antioxidantes, tais como catalase, GSH-Px, SOD,
além de albumina, GSH, ascorbato e tocoferol plasmatico. A infecgcdo aumenta a
atividade da xantina oxidase e o conteldo de peréxidos lipidicos no figado,
indicando a ocorréncia de estresse oxidativo hepatico na malaria (GUHA et al.,
2006). Adicionalmente, como a infeccdo malarica resulta em mudancas na producéo
de citocinas, incluindo IL-12, IL-6, TNF-a e IL-10, € possivel que essa produgédo em
células deficientes de G6PD possa contribuir para a modulacdo da resposta
inflamatoria ao Plasmodium (WILMANSKI et al., 2005).

Marcadores do estresse oxidativo em ratos parasitados encontram-se em
niveis elevados, comparados a controles nédo infectados (SOHAIL et al., 2007).
Nesses casos, 0 estresse oxidativo parece decorrer do aumento nos niveis de ROS,
conforme observado pelo aumento dos niveis de MDA, e ndo em decorréncia da
diminuicdo nas taxas de antioxidantes, sugerindo que o estresse oxidativo seja um

mecanismo importante na infeccéo pelo parasita (PABON et al., 2003).
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Por outro lado, Potter et al. (2005) verificaram que a auséncia da
expressao da enzima NADPH oxidase em camundongos Knockout, ndo apresentou
diferenca na progressdo da parasitemia em nenhuma das espécies de Plasmodium
testadas (P. yoelii, P. chabaudi K562, P. berguei ANKA, P. berguei K173 e P. Vinckei
vinckei). Estes dados levaram a sugestdo de que a producdo de ROS esteja
aumentada em decorréncia da infeccdo, bem como pela produgcdo de NO e
diminuicao da defesa antioxidante.

Stocker et al. (1985) examinaram a protecdo das hemécias de ratos
parasitados pelo Plasmodium vinckei vinckei contra ROS ativadas em relacdo a
carga parasitaria intra-eritrocitica. Foi observado que o aumento na carga parasitaria
€ acompanhado pela diminuicdo na atividade das enzimas SOD, catalase, GSH-Px,
glutationa redutase, NADPH e NADH-metemoglobina nas hemacias lisadas. Em
contraste, a quantidade total de GSH aumentou nos grupos altamente parasitados.
Ademais, o conteudo de vitamina E em todos os grupos de hemacias, incluindo o
qgue havia principalmente hemacias parasitadas, foi de trés a cinco vezes superior ao
controle de hemacias nao infectadas. O aumento da carga parasitaria foi
acompanhado por um aumento na producdo de MDA, indicando peroxidacdo
lipidica. Estes resultados indicam que o estresse oxidativo ocorre em todas as
hemécias durante a infeccdo malérica, sendo acompanhado por uma variedade de

mudancas nos mecanismos de defesa antioxidante do hospedeiro e do parasita.

2.2.2- Em Pesquisas Clinicas da Malaria

O metabolismo redox alterado nas células do hospedeiro, particularmente
as endoteliais, pode exacerbar as complicagcbes da malaria, por exemplo, pelo
aumento das lesdes endoteliais, inflamacgéo cerebral e desenvolvimento de malaria
cerebral (KAVISHE et al., 2006).

De fato, em portadores de malaria, diversos antioxidantes sao
encontrados em niveis plasméticos diminuidos, tais como as enzimas GST
(KAVISHE et al., 2006; SOHAIL et al., 2007), catalase, GSH-Px, SOD, NADPH-
metahemoglobina redutase (BECKER et al., 2004); os queladores de metais
desferoxiamina e ferritina; as moléculas pequenas como a GSH (DUMASWALA et
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al., 2001), as vitaminas A, E, C; pro-vitaminas a e 3 caroteno e licopeno (METZGER
et al., 2001; CAULFIELD et al., 2004).

Desse modo, Erel et al. (1997) investigaram estresse oxidativo e estado
antioxidante plasmatico nos eritrocitos de pacientes com malaria vivax. Os
resultados mostraram baixos niveis de atividade de enzimas antioxidantes, o que
sugere que 0S mecanismos oxidativos sejam dominantes, se comparados aos
mecanismos antioxidantes nesses pacientes, sendo uma importante via de defesa
contra a infeccao.

Griffiths et al. (2001) determinaram as concentracdes de a-tocoferol no
plasma e na membrana do eritrécito, além da propor¢cdo de acidos graxos poli-
insaturados (%PUFA) em criancas com malaria grave no Quénia. Os resultados
mostraram uma reducéao significante na concentracéo do a-tocoferol e da %PUFA na
membrana do eritrocito, mas ndo encontraram diferenca significativa nas
concentracbes de a-tocoferol no plasma em relacdo ao controle, sugerindo que a
infeccdo deve estar associada com o dano oxidativo e baixas concentracdes de a-
tocoferol na membrana do eritrécito e que a deplecdo de antioxidantes deve
contribuir para a perda de eritrécitos na malaria grave.

Das e Nanda (1999) avaliaram a extensdo do estresse oxidativo em
eritrocitos de pacientes com malaria aguda por Plasmodium falciparum e
encontraram valores reduzidos de catalase, GSH e tocoferol em relacdo aos
controles, mostrando um aumento no estresse oxidativo intra-eritrocitario, que pode
contribuir substancialmente para hemdélise e anemia.

Pabon et al. (2003) compararam o estresse oxidativo em pacientes
adultos com maléria vivax ou falciparum n&o-complicada em relagcdo a pessoas
sadias, através da dosagem de MDA, estado antioxidante total (TAS), Catalase,
SOD e GSH-Px. Os resultados mostraram que o indice MDA/TAS foi 3,5 vezes
maior em relacdo aos controles e os indices de MDA/GSH-Px e SOD/catalase foram
aumentados em 6 e 2,8 vezes, respectivamente, mostrando que durante a malaria
aguda nao-complicada existe alto nivel de estresse oxidativo. Além disso, a infeccéo
malérica resultou em diminuicdo dos niveis das enzimas antioxidantes, como
catalase, GSH-Px e SOD, além de albumina, GSH, ascorbato e tocoferol plasmético.
Do mesmo modo, Yazar et al. (2004) investigaram o estresse oxidativo em pacientes
infectados com Plasmodium vivax através da determinagcdo de MDA no soro e
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encontraram niveis elevados de MDA nos pacientes infectados em relacdo aos
controles.

Nanda e Das (2000) examinaram a influéncia dos fatores extracelulares
no estresse oxidativo e hemolise, valores basais de substancia reativa ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) do eritrocito e indicadores hemolitcos como hemoglobina
plasmatica e lactato desidrogenase (LDH) foram estimadas em 19 criancas de
Orissa (india) com malaria aguda por P. falciparum. Os valores basais de LDH
plasmatico, hemoglobina e concentragbes de TBARS foram significavamente
maiores em pacientes com malaria do que em criancas nédo-infectadas. Na pos-
incubacdo com hidroperoxido t-butil (t-BHP), os valores de TBARS e hemoglobina
plasmatica estavam significativamente aumentados. Assim, o plasma de pacientes
com malaria aguda parece conter pro-oxidantes, que podem contribuir para o
estresse oxidativo extracelular tanto em hemacias parasitados como em nao-
parasitados.

Sohail et al. (2007) pesquisaram o papel da GST como marcador
bioquimico em pacientes com malaria vivax, bem como compararam a atividade de
GST em adultos com malaria vivax ndo complicada. Os resultados mostraram
concentragdes diminuidas de GST no soro e plasma dos pacientes em relacdo aos
controles, além de alto nivel de peroxidacao lipidica e maior atividade de catalase
nos pacientes com malaria vivax. Assim, a diminuicdo da atividade de GST e
atividade elevada de peroxidacéao lipidica e catalase podem ter um importante papel
nos mecanismos de defesa contra a infeccao pelo P. vivax através da expresséo dos
mecanismos de defesa antioxidante.

Erel et al. (2001) demonstraram que o0 numero de plaquetas e as
atividades das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px de pacientes com malaria
vivax estavam diminuidas, bem como que a peroxidacdo lipidica de plaquetas,
estimada pela determinagcdo do MDA, foi mais intensa em pacientes maléricos do
que em individuos saudaveis, existindo correlacdo negativa entre numero de
plaguetas e nivel de peroxidacéo lipidica plaquetaria. Estes dados sugerem que o
estresse oxidativo tem um papel importante na etiopatogénese da trombocitopenia
presente na malaria, considerando-se que 0 estresse oxidativo causa a perda da
elasticidade de membranas, aumentando sua fragilidade e provocando a disfuncéo

de receptores, prejudicando consideravelmente a funcéo plaquetaria.
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Metzger et al. (2001) tentando compreender a relacdo entre a infeccao
por Plasmodium falciparum e antioxidantes, bem como a associacdo entre o
clearence da parasitemia e vitaminas A, E e carotendides, realizaram um estudo
longitudinal em criancas de Kampala e Uganda com malaria aguda ndo-complicada.
As concentracfes plasmaticas desses antioxidantes estavam diminuidas e n&o
houve relacdo da baixa concentracdo de vitamina E no plasma com o clearence da

parasitemia.

2.3 — ESTUDOS DE INTERVENCOES COM ANTIOXIDANTES

2.3.1- Em Modelos Experimentais

As substancias antioxidantes devem desempenhar um importante papel
durante a infeccdo pelo plasmodium. Desse modo, antioxidantes, como o0 a-
tocoferol, podem prevenir a apoptose pela inibicdo das caspases. Na maléria
causada pelo P. berghei, a administracdo de a-tocoferol preveniu complicacdes
cerebrais, sugerindo que a inibicAo da apoptose por estes antioxidantes pode
realmente ser reprodutivel in vivo. Os antioxidantes e os inibidores de proteases
podem oferecer beneficios clinicos pela prevencdo das complicacdes organicas
devido a apoptose endotelial, mesmo que ndo possam acelerar o clearence do
parasita (HEMMER et al., 2005).

Herbas et al. (2010) tentando compreender a influéncia da vitamina E no
desenvolvimento do Plasmodium em CM murina, inibiram a proteina de transferéncia
de a-tocoferol (a -TTP), um regulador de vitamina E no Plasmodium berghei ANKA.
Os resultados mostraram que os ratos knockout para a-TTP infectados com P.
berghei ANKA nédo exibiram nenhum sinal clinico ou patolégico de CM e que a
protecdo da barreira hemato-encefalica (BHE) nestes ratos knockout para a-TTP
infectados foi perdida quando a suplementacdo da dieta com vitamina E foi
adicionada a dieta deles. Além disso, as interleucinas e moléculas de adesédo no
cérebro dos ratos controles foram significativamente expressas, quando comparado
com os ratos knockout para a-TTP. Isto sugeriu que a deficiéncia de a-tocoferol na
circulacdo previne a CM e que a-TTP € um suposto marcador parar a prevencao
inicial da CM.

Os efeitos prejudiciais de heme na deformidade das hemacias podem ser

prevenidos e revertidos pela adicdo de antioxidantes como NAC ou GSH. Isto é
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consistente com a agdo de NAC contra as lesdes oxidativas no citoesqueleto de
eritrocitos (STRAFACE et al.,, 2002). Nesse sentido, Nuchsongsin et al. (2007)
investigaram os efeitos dos produtos do heme na deformidade das hemacias e o
potencial protetor de NAC em comparagdo com a GSH, em modelo ex vivo. Os
resultados mostraram que heme causa diminui¢cdo na deformidade das heméacias e
diminue o volume médio destas células. Além disso, NAC e GSH podem prevenir a
rigidez da célula induzida pelo heme, fornecendo uma nova modalidade de
intervencdo em pacientes com malaria grave, pois podem melhorar o fluxo
microcirculatorio na malaria grave e prevenir a destruicdo das hemécias.
Paralelamente, Yuminamochi et al. ( 2007) pesquisaram os efeitos de
extratos de A. blazei na citotoxicidade de células natutal Killer (NK) usando genes
alvos de ratos e demonstraram que A. blazei e particulas compostas de
hemicelulose induziram a producéo de IFN- y mediada por IL-12, dependente de

receptor Toll like-4 (TLR-4) e aumento da citotoxicidade das células NK.

2.3.2 — Em Pesquisas Clinicas

No que concerne a avaliacdo clinica da intervengcdo com antioxidantes na
malaria, poucos estudos sao relatados na literatura em relacdo a NAC e nao ha
publicacdes acerca dos efeitos da suplementacdo com o Agaricus sylvaticus. De
todo modo, Watt et al. (2002) pesquisaram a administracdo de NAC em pacientes
com malaria por P. falciparum como terapia adjuvante na malaria grave e
observaram que NAC acelerou a recuperacdo desses pacientes, podendo reduzir a
obstrucdo microvascular ao fluxo sanguineo.

A melhora no estado nutricional esta diretamente relacionada a protecao
contra a malaria. Assim, existem varios nutrientes desempenham importantes papéis
no sistema imune e tém sido associados com incidéncia e diminuicdo da
morbimortalidade na malaria, especialmente em criancas abaixo de cinco anos de
idade, que vivem em areas de risco. Estes nutrientes incluem: o folato, &cidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa, antioxidantes, riboflavina e tiamina
(CAULFIELD et al., 2004).

Estudos recentes mostram também que a administracdo de eritropoietina

(EPO) em criancas esta associada com a diminuicdo de sequelas neurolégicas na
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CM, diminuindo a expressao excessiva de citocinas , tais como TNF-a, em amostras
plasmaticas, podendo influenciar na evolucao clinica da CM, sugerindo que EPO
pode ser util como terapia adjuvante na CM (CASALS-PASCUAL et al., 2008).
Substancias com alto poder antioxidante, como os carotendides da dieta e
a vitamina E tem se mostrado moduladores das fun¢gbes imunes em humanos.
Assim, eles poderiam fornecer protecdo contra o estresse oxidativo induzido na
infeccédo pelo plasmodium (METZGER et al., 2001). De fato, Hemmer et al. (2005)
investigaram se as lesbes endoteliais induzidas por neutréfilos estariam ligadas a
apoptose e se isso poderia ser prevenido pela neutralizacdo de produtos secretados
por neutréfilos. Os resultados mostraram que os neutréfilos induziram apoptose de
células endoteliais, a qual pode ser prevenida com o uso de antioxidantes (como o

acido ascorbico e tocoferol) e inibidores de enzimas proteoliticas in vitro.

2.4— POTENCIAL ANTIOXIDANTE DA N-ACETILCISTEINA

A N-acetilcistina (NAC) é usada principalmente como agente mucolitico e
antidoto em casos de intoxicacdo pelo paracetamol (acetominofeno), reduzindo o
grau de lesédo hepatica e sendo bastante efetiva quando administrada previamente
dentro de 8 a 10 horas apos a intoxicacdo. A protecao hepatica mediada por NAC
provavelmente ocorre pela manutengcédo ou restauracao dos niveis de GSH ou que
NAC deve atuar como um substrato alternativo por conjugacdo com as ROS para
detoxifica-las (DAWSON et al., 1989; JONES, 1998).

A NAC é um farmaco amplamente usado e seguro. Além disso, pode ser
benéfico na malaria grave, tais como malaria cerebral e pulmonar, através do
sequestro de ROS, diminuindo o estrese oxidativo e reduzindo a expressédo de
receptores endoteliais (CHARUNWATTHANA et al., 2009).

Em relacdo as propriedades farmacocinéticas, a NAC € rapidamente
absorvida apo6s a administracdo via oral, tanto em humanos quanto em animais. A
méxima concentracdo plasmatica é atingida em 2 a 3 horas apos a administracao e
a meia-vida plasmatica é de 5 a 6 horas em adultos e 11 horas em neonatos. No
entanto, sofre extensivo metabolismo hepatico, resultando em baixa
biodisponibilidade (DEKHUIJZEN, 2004).



57

NAC é uma molécula doadora de grupo sulfidrila com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (MAJANO et al., 2004). Assim, NAC exibe
propriedades antioxidantes diretas e indiretas. O gupo tiol livre de NAC é capaz de
interagir com os grupos eletréfilos de ROS do metabolismo respiratério e da
resposta imune, levando a formagédo de substancias menos reativas, sendo NAC
dissulfeto o maior produto. Além disso, NAC exerce um efeito antioxidante indireto
relacionado ao seu papel como precursor da glutationa (GSH). Em situacdes de
estresse oxidativo, os niveis de GSH podem decair drasticamente. No entanto, a
administracdo de NAC demonstrou reestabelecer a ressintese de GSH via
desacetilagdo intracelular da NAC fornecendo cisteina, o principal aminoacido da
molécula de GSH. Dados de estudos in vivo e in vitro também mostram que NAC
protege o pulmdo de agentes toxicos pelo aumento dos mecanismos de defesa
pulmonar através de suas propridades antioxidantes diretas e indiretas, como
precursor da sintese da GSH (DEKHUIJZEN, 2004).

A perda da deformidade de hemacias parasitadas e nao parasitadas pelo
Plasmodium é conhecida durante a infeccdo e a NAC é considerada efetiva para
reverter este processo. Além disso, pode inibir a liberacdo de TNF-a e € um potente
varredor de ROS, produzidos em resposta ao TNF-a (MOHANTY et al., 2006).

Apesar de alguns estudos sugerirem que a administracdo de NAC é
segura como tratamento adjuvante com o uso de artesunato, existem outros que
mostram que NAC pode antagonizar parcialmente a acdo antimalarica do artesunato
in vitro (TREEPRASERTSUK et al., 2003; ARREESRISOM et al., 2007). De fato,
Charunwatthana et al. (2009) estudaram a eficacia e seguranca de NAC parenteral
como um tratamento adjuvante na malaria grave causada por P. falciparum em
pacientes tratados com artesunato e mostraram que apesar do nivel de estresse
oxidativo esteja aumentado na maléria grave, ndo foram observados efeitos
benéficos do uso de NAC nesses pacientes.

A utilizacdo da NAC no tratamento adjuvante da malaria falciparum,
associada a terapia antimalarica, deve ser cuidadosamente avaliada, pois o
mecanismo de agdo de alguns antimalaricos, tais como a artemisina e artesunato,
baseiam-se no estresse oxidativo ao parasita, tendo o NAC um efeito antagonista a
esse tipo de antimalarico e levando a efeitos adversos (ARREESRISOM et al., 2007,
CHARUNWATTHANA et al., 2009).
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Majano et al. (2004) estudaram os efeitos de NAC na inducéo da sintese
de NO em hepatécitos humanos em resposta a citocinas pro-inflamatérias. Os
resultados mostraram que NAC modulou a inducéo da sintese de NO, a liberacéo de
nitritos e a formacéo de complexos de ligacdo ao fator nuclear kappa B (NF-kB) em
hepatécitos tratados com citocinas. Estes dados sugeriram que a exposicdo de
hepatécitos a NAC resultou em modulacdo da expressdo de NO sintetase e
atividade de NF-kB, a resposta chave dos hepatoécitos a citocinas pro-inflamatorias.
Estes dados constituem evidéncias preliminares de que NAC pode ter acéo
hepatoprotetora de relevancia potencial em doencas hepaticas inflamatérias,
mediada, parcialmente, através da modulacéo da sintese de NO.

2.5- POTENCIAL ANTIOXIDANTE E MEDICINAL DO COGUMELO Agaricus

sylvaticus

O cogumelo descrito como Agaricus sylvaticus foi identificado por
Heinemann como Agaricus blazei Murril em 1993. Anos mais tarde, Wasser et al.
(2002) em um estudo morfolégico comparativo minucioso, demonstraram que A.
blazei Murril trata-se da mesma espécie denominada pelos autores de Agaricus
brasiliensis. Assim, a luz deste conhecimento, o nome Agaricus brasiliensis
substituiria as denominacfes anteriores usadas para esta importante espécie de
cogumelo, no entanto, alguns autores acreditam que a denominacdo mais adequada
seria Agaricus sylvaticus. Nesse sentido, qualquer das denominacdes seguintes
referem-se a Agaricus sylvaticus.

O Agaricus blazei Murril (Agaricaceae), uma espécie nativa do Brasil,
popularmente conhecida como “cogumelo do sol” (ou “Himematsutake” no Japéao)
tém sido foco de estudo devido aos seus possiveis propriedades farmacolbgicas
(BARBISAN et al., 2002; FIRENZUOLI et al., 2008), sendo amplamente cultivado no
Japao para uso medicinal, tanto que é hoje considerado uma das mais importantes
espécies comestiveis com propriedades medicinais.

Tradicionalmente, este cogumelo tem sido utilizado no tratamento de
muitas doencas, tais como bacterianas e parasitarias (MIZUNO et al., 1995;
WASSER e WEIS, 1999), estresse fisico e emocional, estimulante do sistema imune,

bem como para a melhoria da qualidade de vida de diabéticos, reducdo do
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colesterol, prevencao de osteoporose e Ulcera péptica, dermatites, hepatite, doencas
cardiacas, além do tratamento de problemas digestivos, circulatérios, combate ao
cancer (MIZUNO et al.,, 1995; FIRENZUOLI et al., 2008; KASAI et al., 2004;
YUMINAMOCHI, 2007) e tratamento da AIDS (HUANG e MAU, 2006). A figura 8
mostra os corpos de frutificacdo de Agaricus sylvaticus em dois estagios de

maturidade.

Figura 8: Corpo de frutificacdo (basidiocarpos) de Agaricus sylvaticus em dois
estagios de maturidade: jovem (YB) e maduro (MB; SOARES et al., 2009).

Nesse sentido, Barros et al. (2008) estudaram a atividade antioxidante de
cinco fungos do género Agaricus através de técnicas quimicas, bioquimicas e
eletroquimicas, encontrando que todas as espécies fornecem uma atividade
antioxidante, sendo que o Agaricus sylvaticus foi a espécie que apresentou a maior
atividade.

Posteriormente, Percario et al. (2009) pesquisaram o0 potencial
antioxidante in vitro de diferentes apresentacbes de Agaricus sylvaticus,
empregando a avaliacdo da curva dose-resposta do estado antioxidante total para
os radicais 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico-diaménio (ABTS") e
1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH). Além disso, o teor de fendis totais, p-glucanas e
flavonoides totais foram testados nas apresentacfes de suspensdo liquida e
comprimidos do A. sylvaticus. Os autores verificaram que todas as amostras

testadas apresentaram alta capacidade antioxidante proporcional a concentracéo e
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uma inibicdo de 100% da producdo de ROS com valores extremamente baixos de
massa do fungo.

Segundo Nagata et al. (2001) as B-glucanas sao polissacarideos
amplamente conhecidos como modificadores da resposta biolégica, apresentando
funcBes farmacoldgica-imunes atribuidas a estimulacdo da imunidade mediada por
células. Desse modo, avaliaram a expressdao de NO e IL-18 de macréfagos
peritoneais de ratos ndo-tratados com (B-glucanas extraidas de Agaricus blazei Murril
na estimulacdo com compostos que podem ser usados farmacologicamente para
aumentar a resposta imune. Os resultados mostraram que Agaricus blazei induziu a
producdo de NO dose-dependente e producdo de IL-1 apenas em altas
concentracdes, sugerindo a ativacdo de macrofagos e células B.

Sorimachi et al. (2001) examinaram componentes fracionados de
Agaricus blazei com etanol para determinar se induzem a secrecdo de NO e
citocinas por macrofagos in vitro e verificaram aumento na producdo de TNF-q, IL-8
e NO por macrofagos, concluindo que o Agaricus blazei Murril contém componentes
gue ativam macrofagos, contribuindo para o sistema immune in vitro. De fato, Kasai
et al. (2004) comprovaram que Agaricus blazei possui também um potencial para
ativar macrofagos imaturos e promover uma resposta Thl nos tecidos.

Kuo et al. (2002) avaliaram a acdo imunomoduladora do Agaricus blazei
Murill usando células mononucleares do sangue periférico (PBMC), incluindo
linfécitos T. Avaliaram-se os efeitos das fracdes ativas de Agaricus sylvaticus na
proliferacdo de PBMC, producdo de NO, expressao de genes de citocinas e
progressédo do ciclo celular. Os resultados mostraram um aumento na producao de
MRNA de iINOS e producédo de NO em PBMC por estimulacao da fitohemaglutinina.

Diversos estudos abordam o uso de antioxidantes para melhorar a
resposta do hospedeiro durante a infeccdo pelo Plasmodium, no entanto, a literatura
nao dispde de artigos sobre envolvimento do Agaricus sylvaticus na terapia
adjuvante da malaria. De todo modo, por todos esses aspectos aqui discutidos em
relacdo as acbes antioxidantes e antimicrobianas desse cogumelo, bem como das
suas ac¢bes como modulador da resposta imune, € possivel que as substancias
antioxidantes nele contidas possam restabelecer o equilibrio redox e, desse modo,
interferir na internalizagdo do Plasmodium nos eritrocitos tanto em modelos
experimentais como em humanos, dificultando o estabelecimento da doenca ou

diminuindo sua gravidade.
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3- OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da suplementagdo com antioxidantes sobre as
alteracdes oxidativas em modelo experimental de malaria causada pelo Plasmodium

berghei.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar as alteragBes do estado redox (ROS e antioxidantes) a nivel cerebral e
pulmonar, induzidas na infec¢do causada pelo Plasmodium berghei;

- Estimar o potencial beneficio da suplementacdo com antioxidantes sobre as
alteracGes oxidativas;

- Comparar os efeitos antioxidantes da N-acetilcisteina e do Agaricus sylvaticus na

evolucdo da doenga;

- Avaliar a existéncia de correlagdo entre estresse oxidativo, defesa antioxidante

total e parasitemia dos animais no tecido cerebral e pulmonar;

- Comparar o comportamento oxidativo e da defesa antioxidante cerebral com a

pulmonar.
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4- METODOLOGIA

Neste estudo, foram utilizados 200 camundongos machos da espécie Mus
musculus (swiss), adultos jovens, procedentes do Instituto Evandro Chagas (IEC) —
Belém-PA. Os animais foram divididos randomicamente em 20 grupos e, ao final do
estudo, amostras de tecido pulmonar, cerebral e sangue foram coletadas para
avaliacdo dos marcadores do estresse oxidativo, da defesa antioxidante e grau de
parasitemia, como segue:

Grupos |-V (Controles Positivos) : (N=10 cada), os animais foram
inoculados com eritrocitos infectados com P. berghei e receberam simultaneamente
solucdo salina fisiologica (0,85%; 0,4 mL/Kg peso corporal, gavagem), e foram
submetidos a eutanasia, de acordo com o periodo de estudo.

Grupos VI-X (Controles Negativos) : (N=10 cada), correspondem aos
animais que nado foram inoculados com eritécitos infectados com P. berghei, no
entanto, receberam solugdo salina fisiologica (0,85%; 0,4 mL/Kg peso corporal;
Intraperitoneal) antes do periodo de estudo.

Grupos XI-XV : (N=10 cada), os animais foram inoculados com P. berghei
e tratados simultaneamente com N-acetilcisteina (NAC; solu¢do aquosa 5%; 0,4
mL/Kg peso corporal; gavagem). Foram administrados 100 pl de NAC por 20 g de
peso do animal duas horas antes da inoculacdo do P. berghei e, diariamente até o
dia determinado para a eutanasia dos animais.

Grupos XVI-XX: (N=10 cada), os animais foram inoculados com P.
berghei e tratados simultaneamente com o cogumelo Agaricus sylvaticus (solucéo
aquosa 1%; 0,2 mL/Kg peso corporal; gavagem). Foram administrados 100 pl de
Agaricus sylvaticus por 20 g de peso do animal duas horas antes da inoculagéo do
P. berghei e, diariamente até o dia da eutanasia dos animais.

Os animais foram mantidos no biotério da Universidade Federal do Para
(UFPA) em gaiolas contendo cinco animais cada (Figura 9). O periodo de estudo foi
de 1, 3, 5, 7 e 10 dias, respectivamente, para todos os grupos e, ao final de cada
periodo, os animais foram submetidos a administracdo de heparina via
intraperitoneal (Sulfato de heparina 100 Ul i.p.) e anestesiados intraperitonealmente
com 50 pL de Ketamina (5%)-Xilazina (2%) e submetidos a eutanésia por

exanguinacao (hipovolemia) para obtencédo das amostras.
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Apés toracotomia (Fig. 10), as amostras de sangue foram obtidas por
puncdo sanguinea do ventriculo direito do coragdo do camundongo (Fig. 11), bem
como ambos os pulmdes foram removidos. O cérebro foi obtido apds craniotomia.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa com Animais de

Experimentacdo - CEPAE/UFPA, conforme parecer em anexo.

Figura 9- Acondicionamento dos camundongos Mus musculus.

Figura 10- Toracotomia de camundongos Mus musculus para a coleta amostra
sanguinea.
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Figura 11- Puncao cardiaca em camundongos Mus musculus para coleta de amostra
sanguinea.

4.1- INDUCAO DA MALARIA NOS ANIMAIS

Os camundongos foram induzidos a malaria através da inoculagéo
intraperitoneal de 10° hemaécias infectadas pelo Plasmodium berghei ANKA, diluidas
em 0,2 mL de solucdo salina estéril. A cepa de P. berghei foi fornecida pelo
Laboratério de Neuroquimica da UFPA. Apds a inoculacdo das hemacias infectadas,
os camundongos foram acondicionados em gaiolas para cinco animais e mantidos

com racédo e agua “ad libitum” por todo o periodo de estudo.
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Figura 12- Inoculacdo intraperitoneal de hemécias infectadas com o P. berghei
ANKA em camundongos Mus musculus.

4.2 - HOMOGENEIZACAO DOS TECIDOS

Amotras do tecido cerebral e pulmonar foram coletadas para avaliagao da
capacidade antioxidante total e marcadores do estresse oxidativo. Assim, as
amostras foram pesadas e acrescidas de solucdo tampao salina fosfato (PBS) na
proporcao 1:10 (m:v). Na sequéncia, em um copo béquer em que foram pesadas, as
amostras foram picotadas com tesoura de ponta fina, para produzir fragmentos
menores, com a finalidade de faciltar a homogeneizacdo. O processo de
homogeneizacéao foi realizado em um disruptor de células ultrassénico (Thornton, D.
Cel), por quatro minutos apds a sintonizacdo da agulha de homogeneizacao,
estando o aparelho selecionado na poténcia de 10W. Durante 0 processo, 0 cOpo
béquer contendo o material foi mantido em gelo picado, para evitar que o calor
produzido no processo comprometesse a viabilidade das amostras. O
homogeneizado foi centrifugado a 2500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante

coletado e armazenado em freezer a temperatura de -20C para analise posterior.
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[ 4

Figura 13- Disruptor celular ultrassénico para homogeneiza¢cdo das amostras de
tecido pulmonar e cerebral.

4.3- DETERMINACAO DA PARASITEMIA

Com o propésito de verificar o grau de parasitemia, foram realizados
esfregacos sanguineos corados pelo método de Giemsa, contando-se, em um total
de 200 hemacias, o numero de hemacias parasitadas. A razdo entre 0 niamero de
hemacias parasitadas e o numero de hemacias contadas (200) foi considerada como
o grau de parasitemia. A leitura das laminas foi realizada no microscopio 6ptico com
objetiva de 100x.
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Figural4d- Esfregaco sanguineo de camundongos infectados pelo P. berghei corado
pelo método de Giemsa, em microscopio 6ptico com aumento de 1000x.

4.4- PROCEDIMENTO TECNICO:

4.4.1- Determinacdo da Capacidade Antioxidante Tota | (TEAC)

A capacidade antioxidante total foi determinada de acordo com a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox® (TEAC). O trolox (Acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; Aldrich Chemical Co 23881-3) € um potente
antioxidante analogo hidrosollvel da vitamina E. Seguiu-se o método proposto por
Miller et al. (1993) modificado por Re et al. (1999) em condicbes adaptadas de
temperatura, proporc¢des relativas dos reagentes e tempo de mensuracéo. Trata-se
de uma técnica colorimétrica baseada na reacéo entre o ABTS (Sigma A1888) com
persulfato de potassio (K2S»0g), produzindo diretamente o radical cation ABTS™,
cromoforo de coloracdo verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de
onda 645, 734 e 815nm. A adicdo de antioxidantes a este radical cation pré-formado
o reduz novamente a ABTS, na extensdo e escala de tempo dependente da
capacidade antioxidante, concentracdo de antioxidantes e duragdo da reacédo. Isto
pode ser mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca na
absorbancia lida a 734nm em intervalo de tempo de cinco minutos. Assim, a
extensdo da descoloracdo como indice de inibicdo do radical cation ABTS™ é
determinada como a atividade antioxidante total da amostra, sendo ent&o calculada
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a sua relagao com a reatividade do trolox como padr&o, sob as mesmas condig¢oes.
Os resultados finais foram expressos em micromoles por litro (LM/L) correspondente
a concentracdo do trolox com capacidade antioxidante equivalente a da amostra

testada, padrao de medida este denominado TEAC.

4.4.2- Dosagem do Malondialdeido (MDA)

O MD A, um peroxido lipidico, pode ser utilizado como um indicador do
estresse oxidativo. A determinacdo foi realizada segundo o método proposto por
Khon e Liversedge (1944), modificado por Percario et al. (1994). Esta técnica
baseia-se na reacdo do MDA com o acido tiobarbitarico (TBA), em pH baixo e
temperatura elevada, formando o complexo MDA-TBA de cor résea, com
absorbancia em 535 nm.

4.4.3- Dosagem do Oxido Nitrico (NO)

Grande parte do NO liberado na corrente sanguinea deveria ser varrido
pela hemoglobina nos eritrécitos ou convertido a Nitrito (NO™,) na presenca de
oxigénio molecular. O nitrito reage com a oxihemoglobina, levando a formacéo de
nitrato (NO’;) e metemoglobina. Em funcdo de sua estabilidade, o NO™, tem sido
amplamente utilizado para confirmar a exiténcia prévia de NO (MAY et al., 2000).
Assim, a avaliacdo deste parametro foi realizada atravées do método de ELISA,
utilizando-se o Kit Total NO/Nitrite/Nitrate (R & D Systems, Cat. # KGEOO1). Esta
técnica baseia-se na determinacdo quantitativa de NO total, envolvendo a enzima
nitrato redutase, que converte nitrato a nitrito, seguido pela detecg¢do colorimétrica
de nitrito como um produto de cor rosa, produzido pela reagdo de griess, que

absorve luz visivel em 540 nm.
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4.5 - ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas, assim como os graficos, foram realizadas utilizando
os programas Microsoft Office Excel 2007 e Biostat 5.0 (AYRES et al., 2007). Para
cada parametro analisado foi feita a andalise dos possiveis pontos discrepantes
(outliers) a qual utiliza em seu calculo o intervalo interquartil. Portanto, ele é
determinado pela diferenca entre o terceiro quartil (Qs) e o primeiro quartil (Q2),
chamada de d;. Considerou-se todo valor menor que Q:- 3/2 d; ou maior que Qz+
3/2 d;, como sendo discrepante, ndo sendo considerado nos célculos estatisticos.

Foi realizado o teste t de Student para verificar a existéncia de diferencas
significativas para cada parametro analisado em cada grupo do inicio ao final do
estudo e na comparacdo entre os dois tecidos estudados. Para cada parametro
analisado foi realizada a Analise Variancia (ANOVA). Quando se identificou a
existéncia de diferengas significativas, estas foram comparadas entre 0os grupos,
através do teste de Tukey. Para verificacdo de possivel correlacédo entre parametros,
foi realizado o teste de correlacdo de Pearson, considerando-se os valores pareados
de dois parametros obtidos para um mesmo animal, realizando-se os céalculos com
os dados obtidos de todos os animais simultaneamente, independente do grupo a
que pertencam. Para os pares de valores em que houve suspeita de relacao linear,
foi realizada a Andlise de Regressédo utilizando-se todos os animais de ambos o0s
grupos simultaneamente. Em todos os testes foi considerado um nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).
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5- RESULTADOS
5.1- PARASITEMIA

A figura 15 mostra a evolucdo da parasitemia de camundongos no grupo

controle positivo e nos grupos infectados e suplementados com antioxidantes.
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Figura 15- Progresséo da parasitemia nos camundongos infectados com P. berghei
e suplementados com antioxidantes, comparados ao grupo controle positivo, de
acordo com o tempo de infecgéo.

A parasitemia aumentou em escala temporal para todos os trés grupos
infectados, sendo que do 7°ao 10°dia de infeccdo houve uma diminuicdo (p<0,01)
desta nos animais suplementados com NAC e Agaricus sylvaticus em relacdo ao

controle positivo.

Tabela 1- Parasitemia média dos grupos de camundongos infectados com o P.
berghei e suplementados com antioxidantes em fung&o do tempo de infecgao.

Parasitemia (%)
Grupo p valor*
1 dia 3 dias 5 dias 7dias 10 dias

CP 1,00£0,47 10,30+5,01 34,00+2,58 47,00+8,91 52,14+9,12 1,491x10™
NAC 1,05+0,49  8,30+3,89 21,60+7,24" 48,12+6,71 37,33+3,20" 3,452x10™°

AS 1,05+0,44 5,80+2,30° 15,33+519" 41,37+9,04 33,20+4,09" 1,681x10™*?

CP: Controle Positivo; NAC: N-acetilcisteina; AS: Agaricus sylvaticus. *p<0,05xCP; "p<0,01xCP. Valores
expressos como médiatdesvio padrdo. *t Student 10dias x 1 dia de infecgao.
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5.2- DOSAGENS PULMONARES

5.2.1- Perfil do TEAC

A figura 16 mostra o comportamento da capacidade antioxidante
equivalente ao trolox no pulm&o dos animais dos grupos controles e de animais
infectados com o P. berghei e suplementados com antioxidantes no periodo de
estudo de 10 dias. A tabela 2 mostra os valores de TEAC e nivel de significancia

estatistica de acordo com os dias de infecgéo.
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Figura 16 — Comportamento da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) pulmonar dos animais dos grupos controles e dos grupos infectados com o
P. berghei e suplementados com antioxidantes.

O grupo de animais infectados e suplementados com Agaricus sylvaticus
apresentou elevada capacidade antioxidante total em relagdo aos outros grupos
(p<0,01) durante todo o periodo de infeccdo e aumentou de maneira progressiva. Do
mesmo modo, 0 grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina apresentou
capacidade antioxidante maior se comparado ao grupo controle negativo no 3° 7°e
10dias de infeccdo (p<0,01) e também ao grupo control e positivo no 3°e no 7°dias

(p<0,01).
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Tabela 2 — Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) pulmonar e
significancia estatistica dos grupos controles de animais infectados com o P. berghei
e suplementados com antioxidantes, de acordo com os dias de infeccéo.

TEAC (mmol/L)

Grupo p valor*
1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
cP 3,140,7" 4,0£0,7" 7,4+2,2" 5,940,5" 13,6+4,5"  7,283x10°
CN 3,9+1,2" 2,4+1,1" 5,3+1,5" 4,8+0,6" 3,8+1,9" 0,8174
NAC 3,1+1,4% 6,80,7% 6,5+1,2" 15,8+5,0" 18,6+3,5"  5,401x10°
AS 9,6+2,3 13,0+1,4 19,7+4,9 23,6+2,3 28,1+58  5,523x10”

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; NAC: N-acetilcisteina; AS: Agaricus sylvaticus. ”p<0,leAS;
$p<0,0lXNAC; %p<0,05xCN; &p<0,01xCN . Valores expressos como médiatdesvio padrdo. *t Student 10dias
x 1 dia de infecgéo.
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5.2.2- Perfil do MDA

A figura 17 mostra o comportamento do Malondialdeido no pulméo dos
animais dos grupos controles e de animais infectados com o P. berghei e
suplementados com antioxidantes em um periodo de estudo de 10 dias. A tabela 3
mostra os valores de MDA e nivel de significAncia estatistica de acordo com os dias

de infecgéo.
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Figura 17- Comportamento do malondialdeido (MDA) pulmonar dos animais dos
grupos controles e de animais infectados com o P. berghei e suplementados com
antioxidantes.

No grupo de animais infectados (controle positivo), ocorreu um aumento
nos niveis de MDA com a progressao da doenca (p=0,0002) do 1°para o 10°dia de
infeccdo. Da mesma forma, houve correlacdo significativa nos grupos de infeccao
nos animais suplementados quando analisamos o 10°dia de infec¢cdo versus o 3°
para os mesmos grupos (p=0,0001 para NAC e p=0,002 para Agaricus sylvaticus).
Além disso, o grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina apresentou 0s
maiores niveis de MDA em relagdo ao Agaricus sylvaticus no 1°e no 10° dias de

infecgéo (p<0,01).
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Tabela 3- Malondialdeido (MDA) pulmonar e significancia estatistica dos grupos
e suplementados com

controles de animais

infectados com o P. berghei

antioxidantes, de acordo com os dias de infeccao.

MDA (nmol/mL)
Grupo p valor*
1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
CcP 2063+1240" 15694556 6307+1913°  415242679°  5051+921° 0,0002
CN 1282+133"  14984567% 13144401 1403+421 12924231 0,9164
NAC 8181+4184 2399+824 5613+1749°  4778+979°  6456+1868° 0,0001**
AS 2026+1724%  1695+752  4501+2656°  4125+1116° 3721+1168%  0,0020*

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; NAC: N-acetilcisteina; AS: Agaricus sylvaticus. “p<0,01xNAC;
@p<0,05xNAC; $p>0,01xCN. Valores expressos como médiatdesvio padrdo. *t Student 10 dias x 1 dia de

infec¢do: **t Student 10 dias x 3 dias de infec¢éo .
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5.2.3- Perfil do NO

A figura 18 mostra o comportamento do Oxido Nitrico no pulm&o dos
animais dos grupos controles e de animais infectados com o P. berghei e
suplementados com antioxidantes em um periodo de estudo de 10 dias. A tabela 4
mostra os valores de NO e nivel de significancia estatistica de acordo com os dias

de infeccéao.
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Figura 18- Comportamento do 6xido nitrico (NO) pulmonar dos animais dos grupos
controles e de animais infectados com o P. berghei e suplementados com
antioxidantes.

O grupo de animais infectados (controle positivo) apresentou um aumento
significativo nos niveis de NO do 5°ao 10°dias de inf eccédo (p<0,05). Os animais
suplementados com N-acetilcisteina apresentaram valores de NO significativamente
elevados em relacdo ao grupo Agaricus sylvaticus (p<0,01) do 3° ao 10° dia de
estudo e também em relacdo ao grupo controle positivo do 5°(p<0,05) ao 10 dia de
infeccdo (p<0,01). Por outro lado, os grupos de animais suplementados com
Agaricus sylvaticus apresentaram niveis de NO semelhantes aos dos grupos

controle negativo.
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Tabela 4 — Oxido Nitrico (NO) pulmonar e significAncia estatistica dos grupos
controles de animais infectados com o P. berghei e suplementados com
antioxidantes, de acordo com os dias de infeccao.

NO (umol/L)
Grupo p valor*
1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias

CP 28564961 19071535 471943464  2379+1695"  4419+1922* 0,0783
CN 952+176 628+126" 83443677 663+997 906+312" 0,7039
NAC 251642472 2955+1812  8906+3963°  7369+1501  13340+8980 0,0025

AS 12364491 940+456* 70143827 648+158" 608+173" 0,0171

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; NAC: N-acetilcisteina; AS: Agaricus sylvaticus. #p<0,leNAC;
§‘p<0,05xCP. Valores expressos como médiatdesvio padrao. *t Student 10dias x 1 dia de infeccéo.
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5.2.4- Estudo de Correlacdo em Amostras Pulmonares
5.2.4.1- Correlagao entre MDA e TEAC

A figura 19 mostra a correlacdo entre MDA e TEAC nas amostras
pulmonares dos camundongos, considerando-se os animais de todos 0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlagédo entre os dois parametros para cada
grupo isoladamente (b, c, d, e). A tabela 5 mostra a analise estatistica referente a

estas correlacgoes.
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Figura 19: Correlagdao entre Malondialdeido (MDA) e Capacidade Antioxidante
Equivalente ao Trolox (TEAC) nas amostras pulmonares dos camundongos,
considerando-se 0s animais de todos os grupos simultaneamente (a), Controle
positivo (b), Controle Negativo (c); N-acetilcisteina (d) e Agaricus sylvaticus (e).
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Considerando todos os grupos (a), ha uma correlacdo positiva fraca, porém
altamente significante (r= 0,2868 e p=0,0003) entre MDA e TEAC pulmonar. J& no
grupo controle positivo (b; r= 0,4766 e p =0,0028) e no grupo de animais
suplementados com o cogumelo Agaricus sylvaticus (e; r= 0,5381 e p= 0,0004), ha
uma correlacdo positiva moderada e altamente significante entre os parametros.

Tabela 5 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre MDA e TEAC em amostras pulmonares de camundongos
infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 159 0,2868 0,0003
Controle Positivo 39 0,4766 0,0028
Controle Negativo 46 0,0385 0,7996
N-acetilcisteina 37 -0,0587 0,7298
Agaricus sylvaticus 40 0,5381 0,0004

N= numero de amostras; R= Coeficiente de correlagdo de Pearson.
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A figura 20 mostra o comportamento de MDA e TEAC pulmonar para

todos os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infeccéo.
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Figura 20- Comportamento de Malondialdeido (MDA) e Capacidade Antioxidante
Equivalente ao Trolox (TEAC) pulmonar nos animais para cada grupo em funcéo do
tempo de infecgéo.
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5.2.4.2- Correlagao entre MDA e NO

A figura 21 mostra a correlacdo entre MDA e NO nas amostras
pulmonares dos camundongos, considerando-se os animais de todos 0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlacédo entre os dois parametros para cada
grupo isoladamente (b, c, d, e). A tabela 6 mostra a analise estatistica referente a

estas correlagdes.
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Figura 21: Correlacao entre Malondialdeido (MDA) e 6xido Nitrico (NO) nas amostras
pulmonares dos camundongos, considerando-se 0s animais de todos 0S grupos
simultaneamente (a), Controle positivo (b), Controle Negativo (c); N-acetilcisteina (d)
e Agaricus sylvaticus (e).
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A anadlise de todos os grupos (a; r=0,5095 e p<0,0001) e no controle
positivo (b; r=0,5158 e p=0,0008) mostrou que h& uma correlacdo positiva moderada

e altamente significativa para MDA e NO pulmonar (figura 21).

Tabela 6 — Valores do coeficiente de correlagcdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre MDA e NO para cada grupo em amostras pulmonares de
camundongos infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 155 0,5095 < 0,0001
Controle Positivo 39 0,5158 0,0008
Controle Negativo 4 0,2020 0,2113
N-acetilcisteina 36 0,2916 0,0843
Agaricus sylvaticus 38 -0,1614 0,3328

N= nimero de amostras; r= Coeficiente de correlacdo de Pearson.
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A figura 22 mostra o comportamento de MDA e NO pulmonar para todos

os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infeccéo.
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Figura 22- Comportamento de Malondialdeido (MDA) e 6xido Nitrico (NO) pulmonar
nos animais para cada grupo em funcéo do tempo de infecgao.



5.2.4.3- Correlagao entre TEAC e NO
A figura 23 mostra a correlacdo entre TEAC e NO nas amostras
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pulmonares dos camundongos, considerando-se os animais de todos 0s grupos

simultaneamente (a); bem como a correlacédo entre os dois parametros para cada

grupo isoladamente (b, c, d, e). A tabela 7 mostra a analise estatistica referente a

estas correlagdes.
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Figura 23: Correlagdo Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC) e
oxido Nitrico (NO) nas amostras pulmonares dos camundongos, considerando-se 0s
animais de todos os grupos simultaneamente (a), Controle positivo (b), Controle
Negativo (c); N-acetilcisteina (d) e Agaricus sylvaticus (e).
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No grupo controle negativo (c; r=0,3113 e p=0,0447) ocorreu correlagéo
positiva moderada e significante. No grupo de animais suplementados com o
cogumelo Agaricus sylvaticus (e; r=-0,3931 e p=0,012), h4 uma correlacdo negativa
moderada e significante entre TEAC e NO. No entanto, no grupo de animais

suplementados com N-acetilcisteina (d), a correlacdo € positiva moderada e
altamente significante (r=0,5769 e p=0,0002) entre TEAC e NO (Figura 23).

Tabela 7 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre TEAC e NO para cada grupo em amostras pulmonares de
camundongos infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 155 0,1147 0,1557
Controle Positivo 37 0,2822 0,0905
Controle Negativo 41 0,3113 0,0447
N-acetilcisteina 37 0,5769 0,0002
Agaricus sylvaticus 37 -0,3931 0,012

N= nimero de amostras; r= Coeficiente de correlagdo de Pearson.
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A figura 24 mostra o comportamento de TEAC e NO pulmonar para todos

os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infeccéo.
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Figura 24- Comportamento da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC) e oxido Nitrico (NO) pulmonar nos animais para cada grupo em funcdo do
tempo de infeccéao.
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5.2.4.4- Correlacdo entre Parasitemia e MDA

A figura 25 mostra a correlagao entre Parasitemia e MDA nas amostras
pulmonares dos camundongos, considerando-se os animais de todos 0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlacédo entre os dois parametros para cada

grupo isoladamente (b, c, d). A tabela 8 mostra a analise estatistica referente a estas
correlacoes.
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Figura 25: Correlacdo entre Parasitemia e Malondialdeido (MDA) nas amostras
pulmonares dos camundongos, considerando-se o0s animais de todos 0S grupos
simultaneamente (a), Controle positivo (b); N-acetilcisteina (c) e Agaricus sylvaticus

(d).
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Ha uma correlacdo positiva fraca, porém significante (r=0,2204 e
p=0,0147) entre parasitemia e MDA pulmonar, considerando todos os grupos (a). J&
no grupo controle positivo (b; r=0,5839 e p<0,0001), e no grupo de animais
suplementados com o cogumelo Agaricus sylvaticus (d; r=0,4265 e p=0,0067), ha

uma correlacdo positiva moderada e altamente significante entre os parametros.

Tabela 8 — Valores do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre Parasitemia e MDA para cada grupo nas amostras pulmonares dos
camundongos infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 121 0,2204 0,0147
Controle Positivo 41 0,5839 <0,0001
N-acetilcisteina 40 -0,1235 0,4477
Agaricus sylvaticus 41 0,4265 0,0067

N= nimero de amostras; r= Coeficiente de correlacdo de Pearson.
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A figura 26 mostra o comportamento da parasitemia e do MDA pulmonar

para todos os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 26: Comportamento da parasitemia e do Malondialdeido (MDA) pulmonar nos
animais para cada grupo em funcao do tempo de infeccéo.
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5.2.4.5- Correlagao entre Parasitemia e TEAC

A figura 27 mostra a correlagéo entre Parasitemia e TEAC pulmonar dos
camundongos, considerando-se os animais de todos os grupos simultaneamente (a);
bem como a correlacdo entre os dois parametros para cada grupo isoladamente (b,

c, d). A tabela 9 mostra a analise estatistica referente a estas correlages.
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Figura 27: Correlacédo entre Parasitemia e Capacidade Antioxidante Equivalente ao
Trolox (TEAC) pulmonar dos camundongos, considerando-se os animais de todos os

grupos simultaneamente (a), Controle positivo (b); N-acetilcisteina (c) e Agaricus
sylvaticus (d).
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Ha uma correlagcdo positiva moderada e altamente significante (r=0,4515
e p<0,0001) entre Parasitemia e TEAC pulmonar, considerando todos os grupos (a).
Em todos os grupos individualmente houve uma correlagéo positiva forte e altamente
siginicante: (b) controle positivo (r=0,6987 e p<0,0001); (c) grupo de animais
suplementados com N-acetilcisteina (r=0,8040 e p<0,0001); (d) grupo de animais

suplementados com Agaricus sylvaticus (r=0,8242 e p<0,0001).

Tabela 9 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacédo entre Parasitemia e TEAC pulmonar dos camundongos infectados pelo P.
berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 118 0,4515 <0,0001
Controle Positivo 38 0,6987 <0,0001
N-acetilcisteina 41 0,8040 <0,0001
Agaricus sylvaticus 41 0,8242 <0,0001

N= namero de amostras; r= Coeficiente de correlagdo dePearson.
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A figura 28 mostra o comportamento da parasitemia e do TEAC pulmonar

para todos os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 28: Comportamento da Parasitemia e Capacidade Antioxidante Equivalente
ao Trolox (TEAC) pulmonar nos animais para cada grupo em funcédo do tempo de
infeccéo.



5.2.4.6- Correlagao entre Parasitemia e NO
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A figura 29 mostra a correlacdo entre Parasitemia e NO pulmonar dos

camundongos, considerando-se os animais de todos os grupos simultaneamente (a);

bem como a correlagdo entre os dois parametros para cada grupo isoladamente (b,

c, d). A tabela 10 mostra a analise estatistica referente a estas correlages.
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Figura 29: Correlacdo entre Parasitemia e Oxido Nitrico (NO) pulmonar dos
camundongos, considerando-se os animais de todos os grupos simultaneamente (a),
Controle positivo (b); N-acetilcisteina (c) e Agaricus sylvaticus (d).
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O estudo das correlagdes mostrou que ha uma correlagdo positiva fraca e
altamente significante (r=0,2957 e p=0,0012) entre parasitemia e NO pulmonar,
considerando todos os grupos. No grupo controle positivo (b), apesar de ndo haver
significancia estatistica (p=0,0574), parece ser relevante no que se refere ao
aumento das concentragdes de NO a medida que aumenta a parasitemia. No grupo
de animais suplementados com N-acetilcisteina (c), ha uma correlagdo positiva
moderada e altamente significante (r=0,5568 e p=0,0003) entre parasitemia e NO
pulmonar. Por outro lado, No grupo de animais suplementados com o cogumelo
Agaricus sylvaticus (d), houve uma correlagcdo negativa moderada e altamente

significativa (r=-0,4410 e p=0,0044) entre 0os parametros.

Tabela 10 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre Parasitemia e NO para cada grupo nas amostras pulmonares dos
camundongos infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 117 0,2957 0,0012
Controle Positivo 39 0,3068 0,0574
N-acetilcisteina 38 0,5568 0,0003
Agaricus sylvaticus 40 -0,4410 0,0044

N= namero de amostras; r= Coeficiente de correlagdo de Pearson.
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A figura 30 mostra o comportamento da parasitemia e do NO pulmonar
para todos os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 30: Valores de parasitemia e Oxido Nitrico (NO) pulmonar nos animais para
cada grupo em funcéo do tempo de infeccao.
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5.3- DOSAGENS CEREBRAIS
5.3.1- Perfil do TEAC

A figura 31 mostra o comportamento da capacidade antioxidante
equivalente ao trolox no cérebro dos animais dos grupos controles e de animais
infectados com o P. berghei e suplementados com antioxidantes em um periodo de
estudo de 10 dias. A tabela 11 mostra os valores de TEAC e nivel de significancia

estatistica de acordo com os dias de infecgao.
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Figura 31 — Comportamento da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC) cerebral dos animais dos grupos controles e dos grupos de animais
infectados com o P. berghei e suplementados com antioxidantes.

No tecido cerebral ocorreu um aumento da capacidade antioxidante total,
pois 0 grupo controle positivo apresentou niveis significativamente elevados de
TEAC no 1° 3° e 10° dias de infeccdo (p<0,01). Adicio nalmente, os animais
infectados e suplementados com antioxidantes apresentaram uma capacidade
antioxidante maior do que o grupo controle positivo no 39 5°e 7°dias de infec¢éo
(p<0,01). Além disso, o grupo NAC apresentou niveis significantes de TEAC no 3°

dia de infeccdo (p<0,01) em relagéo aos grupos Agaricus sylvaticus.
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Tabela 11 — Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC) cerebral e
significancia estatistica dos grupos controles de animais infectados com o P. berghei
e suplementados com antioxidantes, de acordo com os dias de infeccao.

TEAC (mmol/L)
Grupo - - : - : p valor *
1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias

CP 12,742,3*® 12 442 5% 9,9+1,2 8,7+1,6 11,0#1,6"  0,1231

CN 7,3+2,6 4,6+1,9 8,1+1,8 8,8+0,7 5,842,1 0,1971

NAC 15,3+1,2"  19,8+1,8"  14,2+32"  156+1,4" 11,3+1,7° 0,00017

AS 14,020,6"  16,7+2,8"@®  13,6+1,9"®  14,6+1,1" 13,6+1,8°  0,5519
CP: Controle Positivo. CN: Controle Negativo. NAC: N-acetilcisteina. AS: Agaricus sylvaticus. “p<0,01xCN;

@p<0,05NAC; ®p<0,01XCP. Valores de TEAC expressos como média+desvio padrdo. *t Student 10dias x
1 dia de infec¢éo.
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5.3.2- Perfil do MDA

A figura 32 mostra o comportamento do Malondialdeido no cérebro dos
animais dos grupos controles e de animais infectados com o P. berghei e
suplementados com antioxidantes em um periodo de estudo de 10 dias. A tabela 12
mostra os valores de MDA e nivel de significAncia estatistica de acordo com os dias
de infecgao.
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Figura 32- Comportamento do Malondialdeido (MDA) cerebral dos animais dos
grupos controles e dos grupos infectados com o P. berghei e suplementados com
antioxidantes.

Os valores de MDA no tecido cerebral aumentaram durante a infeccéo,
em relacéo ao controle negativo, no 1°(p<0,05), 3°( p<0,01) e 10°(p<0,05) dias de
infeccdo (p<0,05). Adicionalmente, nos grupos de animais suplementados com
Agaricus sylvaticus e N-acetilcisteina, o comportamento foi semelhante durante a
infeccdo, exceto no 5°dia, em que houve uma diminuicdo nos niveis de MDA no
grupo Agaricus sylvaticus (p<0,01).
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Tabela 12- Malondialdeido (MDA) cerebral e significancia estatistica dos grupos
controles de animais infectados com o P. berghei e suplementados com
antioxidantes, de acordo com os dias de infeccao.

MDA (nmol/mL)
Grupo

p valor*
1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias

CP 3008+338* 2636349 2193397 2117+1103 2450695 0,0886

CN 1857+1012 1697+712 2112+420 2149+375 19304809 0,8611
NAC 3060+1195% 3819+773"  2392+452@ 2926+427 27214748 0,5442
AS 2206+169 3100+437* 1648+542 2699+742 2298+1142 0,8092

CP: Controle Positivo. CN: Controle Negativo. NAC: N-acetilcisteina. AS: Agaricus sylvaticus. *P<0,05xCN;

#p<0,01xCN; *p>0,01xNAC; ©p<0,01xAS; *P<0,05xAS. Valores expressos como média+desvio padrao.
*t Student 10dias x 1 dia de infeccéo.
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5.3.3- Perfil do NO

A figura 33 mostra o comportamento do Oxido Nitrico no cérebro dos
animais dos grupos controles e de animais infectados com o P. berghei e
suplementados com antioxidantes em um periodo de estudo de 10 dias. A tabela 13
mostra os valores de NO e nivel de significancia estatistica de acordo com os dias

de infeccéao.
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Figura 33- Comportamento do 6xido Nitrico (NO) cerebral dos animais dos grupos
controles e dos grupos infectados com o P. berghei e suplementados com
antioxidantes.

Os grupos controles positivos e negativos apresentaram valores de NO
semelhantes durante todo o periodo de estudo. Os grupos de animais
suplementados com N-acetilcisteina apresentaram valores maiores de NO em
relacdo aos controles positivo e negativo durante todo o periodo de estudo (p<0,01).
Foram também superiores aos valores apresentados pelos valores do grupo
Agaricus sylvaticus no 5°% 7° e 10° dias de infeccdo (p<0,01). Adicionalme nte, o
grupo Agaricus sylvaticus apresentou niveis significativamente elevados de NO ao

1°(p<0,05) e 3°(p<0,01) dias de infeccao, se comparado ao controle positivo.
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Tabela 13- Oxido Nitrico (NO) cerebral e significancia estatistica dos grupos
controles de animais infectados com o P. berghei e suplementados com
antioxidantes, de acordo com os dias de infeccdo, de acordo com os dias de

infeccéo.

NO (pmol/L)
Grupo p valor*
1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias

CP 776+£294*  594+42%@ 861+465" 619+151" 684+251" 0,5279
CN 706+269@  628+175@ 782+347" 719+234* 674+164"  0,7685
NAC 1443+479  1303+287 1502+248 1741+494 1429+96 0,9520

AS 1289+1534 1095455 977+67" 1032+176" 982+129" 0,0043

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; NAC: N-acetilcisteina; AS: Agaricus sylvaticus.
*P<0,01XNAC; &p<0,05xAS; @p<0,01xAS. Valores expressos como médiatdesvio padrdo. *t Student
10dias x 1 dia de infecc¢éo.
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5.3.4- Estudo de Correlacdo em Amostras Cerebrais

5.3.4.1- Correlacdo entre MDA e TEAC

A figura 34 mostra a correlagdo entre MDA e TEAC nas amostras
cerebrais dos camundongos, considerando-se 0s animais de todos 0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlagédo entre os dois parametros para cada
grupo isoladamente (b, c, d, e). A tabela 14 mostra a andlise estatistica referente a
estas correlagdes.
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Figura 34: Correlacdo entre Malondialdeido (MDA) e Capacidade antioxidante
Equivalente ao Trolox (TEAC) nas amostras cerebrais dos camundongos,
considerando-se 0s animais de todos os grupos simultaneamente (a), Controle
positivo (b), Controle Negativo (c); N-acetilcisteina (d) e Agaricus sylvaticus (e).



102

A analise mostrou que h& uma correlacdo positiva moderada e altamente

significante entre MDA e TEAC cerebral, considerando todos os grupos (a; r=0,5450

e p<0,0001), no controle positivo (b; r=0,5300 e p=0,0007), no grupo controle

negativo (r=0,3712 e p=0,0086), grupo de animais suplementados com N-

acetilcisteina (d; r=0,5328 e p=0,0004) e grupo de animais suplementados com

Agaricus sylvaticus (e; r=0,4205 e p=0,0076).

Tabela 14 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre MDA e TEAC em amostras cerebrais de camundongos infectados
pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 158 0,5450 <0,0001
Controle Positivo 37 0,5300 0,0007
Controle Negativo 49 0,3712 0,0086
N-acetilcisteina 40 0,5328 0,0004
Agaricus sylvaticus 39 0,4205 0,0076

N= nGmero de amostras;

r= Coeficiente de correlagdo de Pearson.
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A figura 35 mostra o comportamento de MDA e TEAC cerebral para os

grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 35- Comportamento de Malondialdeido (MDA) e Capacidade Antioxidante
Equivalente ao Trolox (TEAC) cerebral nos animais para cada grupo em funcdo do

tempo de infecgéo.



104

5.3.4.2- Correlagao entre MDA e NO

A figura 36 mostra a correlagdo entre MDA e NO nas amostras cerebrais
dos camundongos, considerando-se o0s animais de todos o0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlacédo entre os dois parametros para cada
grupo isoladamente (b, c, d, e). A tabela 15 mostra a analise estatistica referente a

estas correlagdes.

3000 3000
2500 ® 2500
. o -
22000 < 2000
-] °
E E
Z 1500 21500
E 2 .
1000 1000 0” ’0 ’%
¢ ¢
< \J
500 500 _M
® o
0 T T T T 1 0 " " " " ]
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
MDA (nmol/mL) MDA (nmol/imL)
a)Todos os grupos (r=0,3780 e p<0,0001) c) Controle negativo (r=0,5281 e p=0,0002).
3000 3000
2500 2500 *
—_ * * *
- _—
_E 2000 y _=°| 2000 . e,
E * *
2 1500 2 1500 “‘: 4o o3
o o * * ” * *
z * * . z . AR . ¥ 4 PPN
1000 1000 .
*
< *
0 T T T T 1 0 T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
MDA (nmol/mL) MDA (nmol/mL})
b) Controle positivo (r=0,0763 e p=0,6681) d) N-acetilcisteina (r=-0,0654 e p=0,6965).
3000
2500
= 2000
E
51500 .
o Joe
H4 * w
1000 —;—ﬁ% +
*
500
o T T |
0 1000 2000 S000 4000 5000
MDA (nmol/mL)

e) Agaricus sylvaticus (r=0,3233 e p=0,0581).

Figura 36: Correlacdo entre Malondialdeido (MDA) e Oxido Nitrico (NO) nas
amostras cerebrais dos camundongos, considerando-se 0s animais de todos os
grupos simultaneamente (a), Controle positivo (b), Controle Negativo (c); N-
acetilcisteina (d) e Agaricus sylvaticus (e).
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Existe correlacdo positiva moderada e altamente significante (r=0,3780 e

p<0,0001) entre MDA e NO cerebral, considerando todos os grupos (a) e no grupo

controle negativo (c; r=0,5281 e p=0,0002). No grupo de animais suplementados

com Agaricus sylvaticus (e) houve uma tendéncia de significAncia estatistica

(r=0,3233 e p=0,0581).

Tabela 15 — Valores do coeficiente de correlagcdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre MDA e NO em amostras cerebrais de camundongos infectados pelo
P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 140 0,3780 <0,0001
Controle Positivo 34 0,0763 0,6681
Controle Negativo 44 0,5281 0,0002
N-acetilcisteina 38 -0,0654 0,6965
Agaricus sylvaticus 35 0,3233 0,0581

N= nimero de amostras; r= Coeficiente de correlacdo de Pearson.
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A figura 37 mostra o comportamento de MDA e NO cerebral para todos os

grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 37- Comportamento de Malondialdeido (MDA) e Oxido Nitrico (NO) cerebral
nos animais para cada grupo, em funcéo do tempo de infec¢ao.
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5.3.4.3- Correlagao entre TEAC e NO

A figura 38 mostra a correlagéo entre TEAC e NO nas amostras cerebrais
dos camundongos, considerando-se o0s animais de todos o0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlacédo entre os dois parametros para cada
grupo isoladamente (b, c, d, e). A tabela 16 mostra a analise estatistica referente a

estas correlagdes.
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Figura 38: Correlacao entre Capacidade antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC)
e Oxido Nitrico (NO) nas amostras cerebrais dos camundongos, considerando-se 0s
animais de todos os grupos simultaneamente (a), Controle positivo (b), Controle
Negativo (c); N-acetilcisteina (d) e Agaricus sylvaticus (e).
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Ha uma correlacdo positiva moderada e altamente significante entre
TEAC e NO cerebral, considerando todos os grupos (a; r=0,5391 e p<0,0001) e no
grupo controle negativo (c; r=0,3863 e p=0,0087), o que néo foi encontrado no grupo

controle positivo (b). Nado houve significancia estatistica entre TEAC e NO nos

grupos suplementados N-acetilcisteina (d) e Agaricus sylvaticus (e).

Tabela 16 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre TEAC e NO em amostras cerebrais de camundongos infectados
pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 161 0,5391 <0,0001
Controle Positivo 37 -0,0719 0,6723
Controle Negativo 45 0,3863 0,0087
N-acetilcisteina 41 -0,1128 0,4827
Agaricus sylvaticus 35 0,0501 0,7752

N= ndmero de amostras, r= Coeficiente de correlagdo de Pearson.
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A figura 39 mostra o comportamento de TEAC e NO cerebral para todos

os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infeccéo.
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Figura 39- Comportamento da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC) e do Oxido Nitrico (NO) cerebral nos animais para cada grupo em funcao do

tempo de infecgéo.
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5.3.4.4- Correlacdo entre Parasitemia e MDA

A figura 40 mostra a correlacdo entre Parasitemia e MDA nas amostras
cerebrais dos camundongos, considerando-se 0s animais de todos o0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlagédo entre os dois parametros para cada

grupo isoladamente (b, c, d). A tabela 17 mostra a andlise estatistica referente a
estas correlacdes.
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Figura 40: Correlacdo entre Parasitemia e Malondialdeido (MDA) nas amostras
cerebrais dos camundongos, considerando-se todos os animais de todos 0os grupos
simultaneamente (a), Controle positivo (b); N-acetilcisteina (c) e Agaricus sylvaticus

(d).

Ha uma correlacdo negativa moderada e significante entre MDA cerebral

e parasitemia apenas no grupo controle positivo (b; r=-0,3647 e p=0,0287).
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Tabela 17 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre Parasitemia e MDA das amostras cerebrais de camundongos
infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 108 -0,1199 0,2166
Controle Positivo 36 -0,3647 0,0287
N-acetilcisteina 40 -0,2090 0,1955
Agaricus sylvaticus 38 0,0991 0,5539

N= namero de amostras; r: Coeficiente de correlagao.

A figura 41 mostra o comportamento da parasitemia e do MDA cerebral

para todos os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 41- Comporamento da Parasitemia e do Malondialdeido (MDA) cerebral nos
animais para cada grupo, em funcao do tempo de infeccéo.



112

5.3.4.5- Correlacdo entre Parasitemia e TEAC

A figura 42 mostra a correlagédo entre Parasitemia e TEAC nas amostras
cerebrais dos camundongos, considerando-se 0s animais de todos 0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlacédo entre os dois parametros para cada

grupo isoladamente (b, c, d). A tabela 18 mostra a andlise estatistica referente a
estas correlagdes.
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Figura 42: Correlacdo entre Parasitemia e Capacidade antioxidante Equivalente ao
Trolox (TEAC) cerebrais dos camundongos, considerando-se os animais de todos os

grupos simultaneamente (a), Controle positivo (b); N-acetilcisteina (c) e Agaricus
sylvaticus (d).

Houve correlacdo negativa moderada e altamente significante,

considerando todos os grupos (a; r=-0,3454 e p<0,0001) e no grupo controle positivo
(b; r=-0,4956 e p=0,0011). No grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina
(c) ha uma correlacdo negativa moderada e significante (r=-0,3327 e p=0,0313).
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Tabela 18 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e
significancia da correlagdo entre Parasitemia e TEAC das amostras cerebrais de
camundongos infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 123 -0,3454 <0,0001
Controle Positivo 40 -0,4956 0,0011

N-acetilcisteina 42 -0,3327 0,0313
Agaricus sylvaticus 40 -0,1346 0,4076

N= numero de amostras; r: Coeficiente de correlagdo de Pearson.

A figura 43 mostra o comportamento da parasitemia e do TEAC cerebral
para todos os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 43- Comportamento da Parasitemia e da Capacidade antioxidante
Equivalente ao Trolox (TEAC) cerebral nos animais para cada grupo em fungéo do
tempo de infeccéao.
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5.3.4.6- Correlagao entre Parasitemia e NO

A figura 44 mostra a correlacdo entre Parasitemia e NO nas amostras
cerebrais dos camundongos, considerando-se 0s animais de todos 0s grupos
simultaneamente (a); bem como a correlacédo entre os dois parametros para cada

grupo isoladamente (b, c, d). A tabela 19 mostra a andlise estatistica referente a
estas correlagdes.
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Figura 44: Correlacdo entre Parasitemia e Oxido Nitrico (NO) nas amostras cerebrais
dos camundongos, considerando-se o0s animais de todos o0s grupos
simultaneamente (a), Controle positivo (b); N-acetilcisteina (c) e Agaricus sylvaticus

(d).

Apenas no grupo de animais suplementados com Agaricus sylvaticus

houve uma correlagdo negativa moderada e altamente significante (r=-0,4578 e
p=0,0044) entre Parasitemia e NO.
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Tabela 19 — Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia da
correlacdo entre Parasitemia e NO das amostras cerebrais de camundongos
infectados pelo P. berghei e suplementados com antioxidantes.

Grupo N r p valor
Todos os Grupos 117 -0,1023 0,2721
Controle Positivo 38 -0,0649 0,7068

N-acetilcisteina 41 0,3056 0,0519
Agaricus sylvaticus 38 -0,4578 0,0044

N= namero de amostras. r: Coeficiente de correlagdo de Pearson.

A figura 45 mostra o comportamento da Parasitemia e do NO cerebral
para todos os grupos individualmente, de acordo com o tempo de infecgao.
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Figura 45- Comporatamento da Parasitemia e do Oxido Nitrico (NO) cerebral nos
animais para cada grupo em funcao do tempo de infeccéo.



5.3.5 — Correlagéo entre Pulméo e Cérebro

5.3.5.2- Correlagao entre TEAC Pulmonar e Cerebral
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As figuras 46, 47, 48 e 49 mostram o comportamento do TEAC nos

tecidos pulmonar e cerebral no grupo de animais controles e de animais infectados

com P. berghei e suplementados com antioxidantesdo em um periodo de estudo de

10 dias. As tabelas 20, 21, 22 e 23 mostram os valores de TEAC para pulméo e

cérebro e a significancia estatistica dessa relacéo.

30

25

20

15

10

TEAC Pulmonar {mmol/L)

30

25

20

15

L,

TEAC Cerebral (mmol/L)

—

1 3 5

Tempo de infecgéo (dias)

0
10

g TEAC. Pulmonar

g TEAC Cerebral

Figura 46: Comportamento da Capacidade antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC) entre e Cérebro no grupo controle positivo.

Tabela 20: Valores de TEAC e significancia estatistica no grupo controle positivo
para pulméao e cérebro.

Dias de TEAC (mmol/L)

Infeccao ~ - o ElEr
PULMAO CEREBRO
1 3,3+0,9 12,7423 3,334x10™°
3 3,840,8 12,5+2,6 2,586x10°
5 7,942,2 9,9+41,23 0,0382
7 5,9+0,5 8,7+1,6 0,0037
10 13,8+4,63 11,0+1,6 0,1562

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 47: Comportamento da Capacidade antioxidante Equivalente ao Trolox

(TEAC) entre Pulmao e Cérebro no grupo controle negativo.

Tabela 21: Valores de TEAC e significancia estatistica no grupo controle negativo
para pulméao e cérebro.

TEAC (mmol/L)

Dias de .
Infeccao x - P Vel
PULMAO CEREBRO
1 3,9+1,2 7,312,6 0,0016
3 2,540,9 4,7+1,9 0,0049
5 5,3+1,5 8,1+1,8 0,0023
7 4,8+0,6 8,8+0,7 9,750x10™
10 4,0+1,5 5,8+2,1 0,0448

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 48: Comportamento da Capacidade antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC) entre Pulmao e Cérebro no grupo suplementado com N-acetilcisteina.

Tabela 22: Valores de TEAC e significancia estatistica no grupo suplementado com
N-acetilcisteina para pulméao e cérebro.

TEAC (mmol/L)

focsdo . : p valor
PULMAO CEREBRO
1 3,541,1 15,3+1,2 8,012x10™
3 7,30,8 19,8+1,8 2,897x10™
5 7,141,5 14,2433 4,669x10°
7 15,845,0 15,641,4 0,9077
10 18,6+3,5 11,3+1,7 0,0011

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 49: Comportamento da Capacidade antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC) entre Pulmao e Cérebro no grupo suplementado com Agaricus sylvaticus.

Tabela 23: Valores de TEAC e significancia estatistica no grupo suplementado com
Agaricus sylvaticus para pulmao e cérebro.

Dias de TEAC (mmol/L)

et PULMAO CEREBRO pvelor
1 10,1+2,3 14,0+0,6 0,0001
3 13,8+1,4 16,7+2,8 0,0135
5 19,7+4,9 13,7+2,0 0,002
7 23,6+2,3 14,6+1,1 6,750x10”
10 28,1458 13,6+1,8 0,0007

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.



5.3.5.1- Correlagao entre MDA Pulmonar e Cerebral
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As figuras 50, 51, 52 e 53 mostram o comportamento do MDA nos tecidos

pulmonar e cerebral no grupo de animais controles e de animais infectados com P.

berghei e suplementados com antioxidantes em um periodo de estudo de 10 dias.

As tabelas 24, 25, 26 e 27 mostram os valores de MDA para pulmao e cérebro e a

significancia estatistica dessa relagéo.
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Figura 50: Comportamento do Malondialdeido (MDA) entre Pulmédo e Cérebro no

grupo controle positivo.

Tabela 24: Valores de MDA e significancia estatistica no grupo controle positivo para
pulm&o e cérebro.

Dias de MDA (nmol/mL) .
et PULMAO CEREBRO P valor
1 2063£1240 3008+388 0,0722
3 15694556 26362349 0,0001
5 630741913 2193£397  7,072x10°
7 41532679 211741103 0,0594
10 50514921 24502695 0,0001

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 51: Comportamento do Malondialdeido (MDA) entre Pulm&o e Cérebro no

grupo controle negativo.

Tabela 25: Valores de MDA e significAncia estatistica no grupo controle negativo
para pulméo e cérebro.

Dias de MDA (nmol/mL) .
Infeccao ~ - o el
PULMAO CEREBRO
1 1282+132 185741012 0,1327
3 1498567 16971712 0,4970
5 1314+401 21124420 0,0004
7 1403+421 21494375 0,0008
10 1293+231 1930+809 0,0361

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 52: Comportamento do Malondialdeido (MDA) entre Pulméo e Cérebro no
grupo suplementado com N-acetilcisteina.

Tabela 26: Valores de MDA e significAncia estatistica no grupo suplementado com
N-acetilcisteina para pulméao e cérebro.

Dias de MDA (nmol/mL) X
Infeccao ~ - o el
PULMAO CEREBRO
1 8181+4184 3060+1195 0,0017
3 2399+824 3819+773 0,0032
5 5613+1749 23924452 2,388x10°
7 47781979 2926427 0,0006
10 645611868 2721+748 0,0011

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 53: Comportamento do Malondialdeido (MDA) entre Pulmédo e Cérebro no
grupo suplementado com Agaricus sylvaticus.

Tabela 27: Valores de MDA e significancia estatistica no grupo suplementado com
Agaricus sylvaticus para pulmao e cérebro.

Dias de MDA (nmol/mL) .
Infeccao ~ - R
PULMAO CEREBRO
1 3153+1750 22061169 0,1256
3 1895+729 31001437 0,0005
5 459142656 16481542 0,0029
7 412541116 26991742 0,0094
10 372141168 229811142 0,1084

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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5.3.5.3- Correlacdo entre NO Pulmonar e Cerebral

As figuras 54, 55, 56 e 57 mostram o comportamento do NO nos tecidos
pulmonar e cerebral no grupo de animais controles e de animais infectados com P.
berghei e suplementados com antioxidantesdo em um periodo de estudo de 10 dias.
As tabelas 28, 29, 30 e 31 mostram os valores de NO para pulméo e cérebro e a
significancia estatistica dessa relagéo.
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Figura 54: Comportamento do Oxido Nitrico (NO) entre Pulm&o e Cérebro no grupo

controle positivo.

Tabela 28: Valores de NO e significAncia estatistica no grupo controle positivo para
pulm&o e cérebro.

Dias de NO (umol/L) X
Infeccao ~ - p vallor
¢ PULMAO CEREBRO
1 2856961 776429 5,749x10°
3 1907+1535 70031 0,0406
5 4719+3466 861+47 0,0044
7 2379+1695 619+16 0,00187
10 4419+1922 684+25 0,0002

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 55: Comportamento do Oxido Nitrico (NO) entre Pulm&o e Cérebro no grupo

controle negativo.

Tabela 29: Valores de NO e significancia estatistica no grupo controle negativo para
pulmao e cérebro.

s ak NO (umol/L) X
Infeccao ~ - p vallor
¢ PULMAO CEREBRO
1 952+176 7064269 0,0353
3 628+126 628+175 0,9995
5 834+367 782+347 0,7593
7 663+99 7194234 3,01x10°
10 906+312 674+164 0,034

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 56: Comportamento do Oxido Nitrico (NO) entre Pulm&o e Cérebro no grupo
suplementado com N-acetilcisteina.

Tabela 30: Valores de NO e significancia estatistica no grupo suplementado com N-
acetilcisteina para pulmao e cérebro.

Dias de NO (umol/L) X
Infeccao ~ - Eler
PULMAO CEREBRO
1 251742473 1443+480 0,1942
3 295541812 13041287 0,0162
5 890613963 1501+248 1,696x10°
7 736911501 17414494 7,424x107
10 13340+8980 1429+95 0,0165

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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Figura 57: Comportamento do Oxido Nitrico (NO) entre Puim&o e Cérebro no grupo
suplementado com Agaricus sylvaticus.

Tabela 31: Valores de NO e significancia estatistica no grupo suplementado com
Agaricus sylvaticus para pulméo e cérebro.

s ak NO (umol/L) X
Infeccéo X - p valor
¢ PULMAO CEREBRO
1 1236+492 1289+154 0,7495
3 973423 1095455 0,4347
5 7324372 977467 0,1402
7 648+158 1032+176 0,0007
10 608173 982130 0,0091

* t Student TEAC cerebral x TEAC pulmonar.
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6- DISCUSSAO

A malaria é uma doenca de importancia global, no entanto, os
mecanismos que desencadeiam a sua patogenia e o aparecimento de formas graves
da doenca nao estdo completamente elucidados. Do mesmo modo, o papel do
estresse oxidativo na fisiopatogenia da maléaria ainda ndo esta claro e tem sido alvo
de diversos estudos, pois alguns pesquisadores tem demonstrado um papel protetor
(GILLMAN et al., 2004; HEMMER et al., 2005; TRIVEDI et al., 2005; GUHA et al.,
2006), enquanto outros sugerem sua relagdo com a patogenia da doenca (PABON
et al.,, 2003; KUMAR et al., 2008, JARAMILO et al., 2005; DEY et al., 2009).
Contudo, estudos recentes demonstram que a geracdo de ROS, com estresse
oxidativo associado, tem um papel crucial no desenvolvimento das complicacdes
sistémicas da malaria. Além disso, também se discute o papel do éxido nitrico na
fisiopatogenia da doenca e das defesas antioxidantes com o intuito de debelar a
infecgdo (CLARK et al., 2004; PINO et al., 2005; YEO et al., 2007; YEO et al., 2008;
PENET et al., 2008; DHANGADAMAJHI et al., 2009; HERBAS et al., 2010).

Desse modo, as principais complicacdes da doenca sdo malaria cerebral,
edema pulmonar agudo e anemia severa (VAN DEN STEEN et al., 2010).
Paralelamente, as ROS produzidas durante a infeccdo malarica tém sido
correlacionadas com a malaria cerebral e frequentemente associadas com secrecéo
de TNF-a e IFN-y, as quais sdo fatores estimuladores da producdo de ROS,
ocasionando um cenario complexo de interacbes responsaveis pelas alteracdes
fisiopatolégicas da doenca, tais como 0 edema cerebral nos casos de malaria grave.
Adicionalmente, a peroxidacao lipidica produz altos niveis de MDA no liquido céfalo-
raquidiano (LCR) de sobreviventes em casos de malaria cerebral (PABON et al.,
2003). Outra complicacdo grave da maléaria, o edema pulmonar, € caracterizado por
um quadro clinico inicial de sindrome da angustia respiratoria aguda (TAYLOR et al.,
2006).

Assim, este trabalho se propds a investigar os efeitos da suplementacéo
com antioxidantes e estimar seus potenciais beneficios sobre as alteracdes
oxidativas cerebrais e pulmonares em modelo experimental de malaria causada pelo
Plasmodium berghei. Desse modo, foram utilizados 200 camundongos da espécie
Mus musculus divididos randomicamente em 4 grupos: Controle Negativo (animais

sham); Controle Positivo (animais inoculados intraperitonealmente com P. beghei);
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N-acetilcisteina (animais inoculados intraperitonealmente com P. beghei e
suplementados com N-acetilcisteina); e Cogumelo Agaricus sylvaticus (animais
inoculados intraperitonealmente com P. beghei e suplementados com Agaricus
sylvaticus).

De acordo com o periodo de estudo, os animais foram submetidos a
eutanasia e amostras de pulmdo e cérebro foram coletadas para avaliacdo do
estresse oxidativo e defesa antioxidante, bem como foram realizados esfregacos
sanguineos para avaliacdo da parasitemia e correlacdo com outros parametros.
Assim, os marcadores utilizados foram o malondialdeido (MDA) - indicador da
peroxidacdo lipidica; capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) —
quantifica a capacidade antioxidante total da amostra; e metabolitos do 6xido nitrico
(Nitritos e Nitratos).

Neste cenéario, dentre o0s resultados obtidos cabe destacar,
primeiramente, a parasitemia que progride em escala temporal nos grupos controles
positivos (Fig. 15), ou seja, quanto maior é o tempo de infec¢cdo, maior € o grau de
parasitemia. Estas consideracbes em relacdo a infeccdo e progressdo da
parasitemia estdo de acordo com os achados de outros autores que utilizaram o
mesmo modelo experimental de malaria proposto neste trabalho (COUPER et al.,
2007; AGBOR-ENOH et al., 2009; REIS et al.,, 2010; EPIPHANIO et al., 2010;
MOREIRA, 2010). Aléem disso, nos grupos de animais infectados e suplementados
com NAC e Agaricus sylvaticus, houve um comportamento semelhante ao dos
controles positivos, no entanto, ocorreu uma diminuigdo significante da parasitemia
(p<0,01 do 7° ao 10° dia de infeccdo, além de apresent ar uma velocidade de
progressdo menor que o grupo controle positivo. Este dado sugere que o parasita
pode se desenvolver em um ambiente pro-oxidante e que a suplementacdo com
antioxidantes seja desfavoravel para a progressao da doenca. No entanto, estudos
posteriores sobre a suplementacdo com esses antioxidantes sdo necessarios para
avaliar seus efeitos no clearence parasitario dos animais infectados.

Os resultados e ponderacdes subsequentes avaliam o perfil do estresse
oxidativo e da defasa antioxidante total nos tecidos pulmonar e cerebral e suas
correlagbes com a parasitemia, buscando estimar as potencialidades benéficas da
suplementacdo com N-acetilcisteina e Agaricus sylvaticus neste modelo

experimental de estudo.
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6.1- COMPORTAMENTO OXIDATIVO PULMONAR

As principais complicagbes da malaria no tecido pulmonar sdo,
inicialmente, a sindrome da angustia respiratéria aguda, acompanhada, nas formas
mais severas da doenca, de edema pulmonar agudo (TAYLOR, 2006; VAN DEN
STEEN et al.,, 2010). Estes casos graves podem ser resultado da citoaderéncia,
particularmente, peculiar ao P. falciparum, onde é provavel que ocorra o fendmeno
da sindrome de isquemia e reperfusdo (POUVELLE et al., 2007 e PHIRI et al. 2009).
As funcdes pulmonares alteradas também tém sido observadas em pessoas que
retornam de areas endémicas de malaria vivax e incluem a troca gasosa alveolar
reduzida e aumento da atividade de células leucocitarias pulmonares, contudo é
sabido que o prejuizo na transferéncia gasosa resulta da inflamacdo na membrana
dos capilares alveolares e/ou sequestro de leucocitos ou de hemacias parasitadas
na microvasculatura pulmonar. Clinicamente, as lesbes aparentes no pulmé&o,
particularmente, na malaria vivax, se desenvolvem comumente depois do inicio do
tratamento antimalarico e isso pode ser predominantemente devido a resposta
inflamatoria (PRICE et al., 2007; ANSTEY et al., 2007).

O edema pulmonar é grave e suas manifestacdes podem ser fatais em
pessoas com malaria falciparum. Embora esta sindrome seja uma manifestacao de
malaria grave e complicada, isso corresponde a uma gama de lesdes pulmonares
parenquimais e precisa de uma definicAo mais apurada. No entanto, muitas
complicacbes da malaria grave podem contribuir para a génese da hipoxemia,
incluindo o sequestro de hemacias infectadas nos vasos pulmonares (GACHOT et
al., 1995). De fato, o sequestro de eritrocitos infectados também ocorre no pulméo
de camundongos infectados com o P. berghei e é mediado por CD36 e contribue
para patologia pulmonar, assim ratos deficientes de CD36 apresentam edema
pulmonar parcialmente diminuido na infeccdo pelo P. berghei ANKA. Desse modo, o
modelo animal mais comumente usado para o estudo da patogénese da malaria
pulmonar é a infecgdo de camundongos, tais como o Swiss, com o P. berghei ANKA,
em que o envolvimento de ROS, IFN-y, IL-12, ICAM-1, CD40 e linfotoxina- a ja foram
relatados (VAN DEN STEEN et al., 2010).

O edema pulmonar observado em camundongos C57BL/6 infectados com
P. berghei NK65 ¢é caracterizada pelo aumento do peso pulmonar, da

permeabilidade vascular, pelo edema alveolar rico em proteinas, formacdo de
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membrana hialina, hemorragias intra-alveolares e aumento do numero de
mondcitos/macrofagos, linfécitos e neutréfilos. Além disso, a similaridade entre o
edema pulmonar humano e o descrito acima inclue alto grau de letalidade e
hipoalbuminemia, a qual € considerada um fator agravante em pacientes com
malaria falciparum (VAN DEN STEEN et al., 2010).

Além disso, estudos mostram o aumento do numero de mondcitos
sequestrados nos vasos pulmonares, paralelamente ao aumento da producdo de
ROS. Assim, com o0 aumento do numero de mondcitos na vasculatura pulmonar, é
possivel que o aumento da producdo de ROS e citocinas nos capilares alveolares
possa ser responsavel pelo desenvolvimento do edema pulmonar agudo na malaria
(BECKER et al. 2004).

Adicionalmente, o radical superoxido, estimulado por substancias
envolvidas no processo inflamatério como o TNF-a, IL-1a e o lipopolissacarideo via
aumento da NADPH-oxidase, também estdo presentes na sindrome da angustia
respiratoria aguda, 0 que parece ter relacdo com o aumento da sintese de Oxido
nitrico (MUZAFFAR et al., 2003).

Desta forma, a observacdo das alteracdes pulmonares neste modelo
experimental de maléria nos permite investigar a presenca do estresse oxidativo,
assim como, a sua correlagédo com a gravidade da doenca e com a intervencdo de
antioxidantes, podendo fornecer uma nova perspectiva no tratamento na doenca,
especialmente em criangas que vivam em areas endémicas.

Nesse sentido, os resultados em amostras pulmonares mostraram que a
capacidade antioxidante total aumenta durante a infeccado (Fig. 16), pois o grupo
controle positivo apresentou valores significativamente elevados de TEAC no 3°e no
10° dias de infeccédo (p<0,05 e p<0,01, respectivamente), se comparado ao grupo
controle negativo, 0 que sugere que ocorra uma mobilizacdo de defesa antioxidante
enddégena, como um provavel mecanismo de defesa frente ao estresse oxidativo
gerado durante a infeccdo malarica. De fato, na tentativa de evitar o estresse
oxidativo, o0 microambiente pulmonar parece contar com uma forte defesa
antioxidante. As substancias, potencialmente, responsaveis por esse processo sao:
as proteinas Al, A2 e B, que fazem parte do surfactante alveolar (SAXENA et al.,
2005); as enzimas catalase (CHRISTOFIDOU-SOLOMIDOU et al.,, 2003) e
soperéxido dismutase (OURY et al.,, 2002; KINSELLA et al.,, 2005); e a GSH
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(RAHMAN e MacNEE, 2000). Cada uma dessas substancias parece exercer papel
protetor nas lesdes pulmonares, em especial nas sindromes de deficiéncia
respiratoria.

Do mesmo modo, o TEAC dos animais infectados e suplementados com
Agaricus sylvaticus foi bastante superior em relagdo aos outros grupos (p<0,01)
durante todo o periodo de infeccdo e aumentou de maneira progressiva, mas isso
nao se refletiu em um grau significativamente menor na parasitemia, exceto no 10°
dia de infeccdo. Além disso, os grupos de animais suplementados com N-
acetilcisteina apresentaram capacidade antioxidante maior se comparado aos
grupos controle negativo no 3% 7° e 10dias de infeccdo (p<0,01) e também ao
grupo controle positivo no 3°e no 7°dias (p<0,01). A ssim, a capacidade antioxidante
total, neste modelo experimental de maléaria, encontrou-se elevada quando os
animais foram suplementados com antioxidantes, especialmente com Agaricus
sylvaticus.

O aumento de TEAC no 10° dia de infeccdo nos grupos de animais
suplementados com antioxidantes ocorreu simultaneamente a diminuicdo da
parasitemia nesse periodo, particularmente nos animais suplementados com
Agaricus sylvaticus (p<0,01), o que pode sugerir que a existéncia de um nivel
determinado de defesa antioxidante a partir do qual a parasitemia nao progrida.
Assim, € provavel que, uma vez que 0 organismo crie um ambiente antioxidante
desfavoravel ao desenvolvimento do parasita e diminuam a parasitemia e as lesdes
oxidativas, a doenca possa evoluir para resolucdo, porém isso ndo foi testado e deve
ser explorado em estudos posteriores.

Paralelamente, o MDA pulmonar mostrou-se elevado com a evolucdo da
doenca, como observado no grupo de animais infectados do 5° ao 10 dias de
estudo, se comparado ao grupo controle negativo (p<0,01; Fig.17) para 0 mesmo
periodo e do 1°para o 10°dia de infeccdo (controle positivo; p=0,0002; Fig. 17). Isso
mostra que a peroxidacdo lipidica esta relacionada aos casos graves de malaria
pulmonar, como observado pelos niveis de MDA. E importante notar que, em
resposta a infec¢do causada pelos Plasmodium, o mecanismo de defesa natural do
organismo do hospedeiro ativa fagdcitos (macrofagos e neutrdfilos). Estes, por sua
vez, geram grande quantidade de ROS, ocasionando um desequilibrio entre a

formacdo de espécies oxidantes e moléculas antioxidantes. Isso desencadeia 0
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estresse oxidativo, que pode ser um importante mecanismo de defesa do hospedeiro
durante a infeccdo, mas podem levar a apoptose de células endoteliais e ao
agravamento da doencga, como sugerido por Trivedi et al. (2005) e Hemmer et al.
(2009).

Por outro lado, ndo houve diferenca significante nos grupos de animais
suplementados do 1° para o 10°dia de estudo (Fig.17), provavelmente decorente
dos valores mais elevados de MDA apresentados no primeiro dia de infeccdo em
ambos os grupos. No entanto, quando analisamos a evolugcao da doenca entre o 3°
e 0 10° dia, observamos significancia estatistica (p=0,0001 para NAC e p=0,002
para Agaricus sylvaticus). Além disso, o grupo de animais suplementados com N-
acetilcisteina apresentou niveis maiores de MDA em relacdo aos animais
suplementados com Agaricus sylvaticus no 1°e no 10°dias de infec¢éo (p<0,01) e
semelhantes aos animais controles positivos (exceto no 1°dia de infec¢éo), podendo
sugerir gue NAC seja ineficiente para reduzir as lesdes oxidativas pulmonares ou
que atue induzindo o estresse oxidativo para tentar debelar a infec¢céo, ja que houve
diminuicdo da parasitemia no 10° dia de infeccao, através de um mecanismo nao
esclarecido e que, o Agaricus sylvaticus tenha efeitos semelhantes aos de NAC,
podendo reduzir estas lesdes a longo prazo em relagédo a NAC (p<0,01; tabela 3) e
diminuir sensivelmente a parasitemia (10° dia de infe c¢do; p<0,01 em relacdo ao
grupo controle positivo). Apesar dos niveis de MDA nos grupo de animais
suplementados com antioxidantes tenham sido semelhantes aos valores de MDA do
grupo controle positivo, é importante notar que houve um aumento significante na
relacGo TEAC:MDA destes grupos, se comparado ao controle positivo,
especialmente nos animais tratados com Agaricus sylvaticus, o que pode ser
importante no mecanismo de defesa antioxidante durante a infeccao.

Em relagdo ao 6xido nitrico, o grupo de animais infectados (controle positivo)
apresentou um aumento significativo nos niveis de NO do 5°ao 10°dias de infec¢éo
(p<0,05; Fig. 18), se comparado ao grupo controle negativo para 0 mesmo periodo
de estudo, o que pode evidenciar que o NO pulmonar esteja envolvido na defesa do
hospedeiro durante a infeccdo malérica. Estes achados corroboram com alguns
estudos que descrevem um papel protetor do NO para o desenvolvimento da malaria
grave, podendo ser util na terapia adjuvante da maléria (Yeo et al., 2007; Cabrales et

al., 2011). No entanto, do inicio ao final do periodo de estudo, ndo foi observado
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aumento estatisticamente significativo nos niveis de NO (p=0,0783; tab. 4), podendo
indicar que outra molécula pro-oxidante seja responsavel pelo estresse oxidativo
gerado, como por exemplo, a formacéo do radical ONOO " a partir da reacéo entre o
NO e o O, provavelmente produzido por intensificacdo do processo inflamatério ou
por fenbmeno de isquemia e reperfusdo, como resultado da citoaderéncia das
hemacias parasitadas ao endotélio dos capilares pulmonares. Outra possibilidade
seria uma deplecdo nos niveis de NO devido a hemdlise intravascular, que levaria
também a hipertensdo pulmonar, como tem sido estudado por Janka et al. (2010).

Os animais suplementados com N-acetilcisteina apresentaram valores de
NO pulmonar significativamente elevados em relagdo ao Agaricus sylvaticus
(p<0,01) do 3°ao 10°dia de estudo e também em rel acdo ao grupo controle positivo
do 5°(p<0,05) ao 10 dia de infeccéo (p<0,01). Isto po de ser devido a possibilidade
de NAC estar relacionada a indugéo da sintese de NO para debelar a infec¢éo via
estresse oxidativo (10° dia de infecgdo; p<0,01 em relag&o aos grupos controle
positivo) no interior das hemacias, como observado pela diminuicdo da parasitemia
do 7°ao 10 dia de infeccdo (Fig.15), onde os niveis d e NO pulmonar atingiram niveis
bastante elevados, no entanto, ndo existe um limiar de concentracdo de NO definido
a partir do qual possa haver remissdo da parasitemia. De fato, é sabido que NAC
pode agir como agente redutor devido ao grupo tiol e facilita a expressao da iNOS
induzida por IL-13 nas células vasculares em ratos (JIANG et al., 1999; JIANG et al.,
2000; MAJANO et al., 2004; FERNHOFF et al., 2009).

Em criancas com malaria grave, N-acetilcisteina aumenta a taxa de
normalizacdo da lactato plasmética por um mecanismo dependente de TNFa,
possivelmente pelo aumento da deformidade das hemacias ou por aumento da GSH
(WATT et al.,, 2002). Portanto, agentes redutores, tais como a N-acetilcisteina,
podem ter um papel terapéutico nas complicacbes da malaria e podem reduzir a
obstrucdo microvascular ao fluxo sanguineo. O edema pulmonar agudo é uma
manifestacdo comum em criancas e pode ser especialmente em mulheres gravidas
(TAYLOR e WHITE, 2002).

Assim, recentes estudos mostram que o0 aumento na producao de NO tem
mostrado efeitos benéficos na infeccdo malarica, mas, apesar de ainda existem
muitas controvérsias a respeito disso, estes efeitos podem ser devido a inibicdo da

citoaderéncia, através da diminuicdo da expressdo de ICAM-1, VCAM-1 e E-
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selectina, que estdo envolvidos na citoaderéncia e sequestro microvascular de
hemécias parasitadas e diminuem a producdo de TNF-a por macréfagos
(DHANGADAMAJHI et al., 2009).

Por outro lado, se esta inducdo for exacerbada, pode gerar altas
concentracbes de NO, associado ao aumento de MDA, pode contribuir para a
gravidade da doenca a nivel pulmonar. Somando-se a isso, Zhu et al. (2005)
observaram que os Glocosilfosfatidilinositois (GPIs) do P. falciparum induz a
expressdo da iINOS e podem regular positivamente a expressdo de moléculas de
adesdo ao endotélio vascular, provavelmente implicando na internalizagdo do
parasita as hemacias. Adicionalmente, Anstey et al. (2007) estudando adultos com
malaria vivax e malaria falciparum ndo-complicada, observaram que ocorre uma
reducdo no volume dos capilares pulmonares devido ao sequestro das hemacias
parasitadas nos capilares alveolares e aos leucécitos nos vasos pulmonares e que
as lesdes prolongadas aos capilares alveolares sao devido a resposta inflamatoria
para destruir o parasita ou a reperfuséo.

Curiosamente, os animais suplementados com Agaricus sylvaticus
apresentaram niveis de NO semelhantes aos do controle negativo, o que sugere que
durante a infeccdo o Agaricus sylvaticus atue inibindo a sintese de NO através de
um mecanismo intrinseco ou realize sua acdo através de um outro mecanismo de
defesa adverso ao de NAC, mas nao significativamente melhor, a partir da varredura
de NO, favorecendo a criacdo de um ambiente antioxidante desfavoravel ao
desenvolvimento e internalizagdo do parasita nas hemécias e, provavelmente
diminuindo a apoptose, contribuindo para a integridade das células nos capilares
pulmonares. Assim, é provavel que possam existir dois mecanismos diferentes de
defesa do hospedeiro para cada antioxidante estudado durante a infecgao.

Estes dados estdo de acordo com Dimmeler et al. (1997) que observaram
gue a apoptose induzida nas células endoteliais por TNF-a foi diminuida apés a
inibicdo de INOS por N-monometil-L-arginina (L-NMMA), o que conferiu protecdo as
células endoteliais pela inibicdo da apoptose. Além disso, Pino et al. (2005)
observam que a adesdo de heméacias parasitadas ao endotélio pulmonar humano,
gue ocorre durante o estagio eritrocitico da malaria, pode estar sendo regulada por
TNF-aq, citocina indutora da expressao das enzimas iNOS; sugerindo que a inibicéo

da sintese de NO possa proteger as células endoteliais pulmonares.
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6.1.1- Correlagao Pulmonar e a Suplementagdo com An tioxidantes

No estudo de correlagdo pulmonar, os resultados mostraram que €
provavel que, a medida que aumenta a concentracdo de MDA, como resultado da
peroxidacdo lipidica, ocorra a inducdo para a sintese de moléculas antioxidantes
pelas células pulmonares na tentativa de diminuir as lesdes oxidativas e restabelecer
o equilibrio redox durante a infeccdo pelo P. berghei, pois ocorreu correlacdo
positiva moderada e altamente significante (r= 0,4766 e p =0,0028) entre MDA e
TEAC no grupo controle positivo (Fig. 19b). Isso mostra que a capacidade
antioxidante total aumenta a medida que as lesdes oxidativas aumentam,
independente da suplementacdo com antioxidantes. Estes dados estdo de acordo
com Moreira (2010), que observou que no tecido pulmonar ocorre aumento
concomintante de TEAC, uma vez que aumentaram o0s niveis de MDA em
camundongos infectados com P. berghei.

Do mesmo modo, no grupo de animais suplementados com o cogumelo
Agaricus sylvaticus (Fig. 19e), hd uma correlagdo positiva moderada e altamente
significante (r= 0,5381 e p= 0,0004) entre MDA e TEAC, provavelmente devido ao
fato de que o Agaricus sylvaticus tenha a propriedade de aumentar de maneira mais
pronunciada a defesa antioxidante nos animais de estudo, por outro lado, ndo houve
significancia estatistica (p= 0,7298) entre MDA e TEAC no grupo de animais
suplementados com N-acetilcisteina, no entanto, se considerarmos os animais do 3°
ao 10°dias infec¢do, ha uma tendéncia a significancia (p =0,0662). Em todo caso,
isso reforca a idéia de que NAC tenha uma atividade ineficiente em reduzir as
alteracdes oxidativas pulmonares ou que atue induzindo o estresse oxidativo para
impedir o desenvolvimento do parasita.

De fato, no estudo de correlacdo entre MDA e NO pulmonar, os
resultados mostraram que houve uma correlacdo positiva moderada e altamente
significante entre os parametros (r=0,5158 e p=0,0008) no grupo controle positivo
(Fig. 21b). Portanto, isto sugere que a medida que aumentaram as concentracdes de
MDA, aumentaram também os niveis de NO, provavelmente para combater a
infeccdo. Paralelamente, Erel et al. (1997) investigaram estresse oxidativo e estado
antioxidante plasmatico em eritrécitos de pacientes com malaria vivax e observaram

gue o estresse oxidativo € uma importante via de defesa contra a infec¢cao. Por outro
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lado, no grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina, ndo houve uma
correlacéo significante (p=0,0843) entre MDA e NO, mas € provavel que NAC esteja
associada a inducdo da producdo de NO pulmonar como forma de defesa via
estresse oxidativo, pois quando consideramos os animais do 3° ao 10° dias de
infecgdo, ocorreu forte correlagdo positiva e altamente significante entre os
parametros (r=0,7159; p=0,0001).

No estudo da correlacéo entre TEAC e NO pulmonar, foi observado que
no grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina (Fig 23d), houve uma
correlacdo positiva moderada e altamente significante (r=0,5769 e p=0,0002) entre
0s parametros. Isto reforca a idéia de que NAC esteja relacionada a inducdo NO e
isso esta ligado ao aumento da capacidade antioxidante total. Paralelamente, NAC
pode prevenir ou reverter efeitos prejudiciais do heme e agir contra as lesGes
oxidativas no citoesqueleto de eritrécitos (STRAFACE et al., 2002). Por outro lado,
no grupo de animais suplementados com o cogumelo Agaricus sylvaticus (Fig 23e),
h&a uma correlacdo negativa moderada e significante (r= -0,3931 e p=0,012) entre
TEAC e NO, o que reforca a ideia de que o Agaricus sylvaticus pode estar envolvido
na inibicdo da sintese e/ou diminuicdo da concentracdo do NO pulmonar, com
aumento da capacidade antioxidante total do hospedeiro e diminuindo sensivelmente
as lesbes oxidativas pulmonares.

Em relacdo ao estudo da Parasitemia com o MDA pulmonar, houve uma
correlacdo moderadamente positiva e altamente significante (r=0,5839 e p<0,0001)
entre 0s parametros no grupo controle positivo (Fig. 25b), o que mostra que a
medida que a parasitemia progride, aumentam os niveis de MDA, resultado das
lesbes oxidativas no tecido pulmonar. Isso reforca os nossos achados de que a
peroxidacdo lipidica estd realmente envolvida nas complicagbes da malaria
pulmonar. Paralelamente, Stocker et al. (1985) observaram que o aumento da carga
parasitaria nas hemacias de ratos parasitados com Plasmodium vinckei vinckei foi
acompanhado por um aumento na producdo de MDA plasmatico, sugerindo que o
estresse oxidativo é mediado pelo MDA e ocorre em todas as hemacias durante a
infeccdo malarica.

Do mesmo modo, uma vez que, 0s animais sao suplementados com o
cogumelo Agaricus sylvaticus (d), ha uma moderada correlagédo positiva e altamente
significante (r=0,4265 e p=0,0067) entre Parasitemia e MDA, sugerindo que o
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Agaricus sylvaticus provavelmente teria pouca atividade de prevencdo da
peroxidacao lipidica e diminui¢cdo das lesdes oxidativas a nivel pulmonar, no entanto
sensivelmente maior do que NAC.

O comportamento acima descrito para 0 MDA ocorre paralelamente a um
aumento na capacidade antioxidante total, com a progressédo da parasitemia (Fig.
27), na tentativa de diminuir o estresse oxidativo gerado durante a infecgdo, com ou
sem a administracdo de antioxidantes, uma vez que em todos 0S grupos
individualmente houve uma correlacdo positiva forte e altamente siginicante entre
Parasitemia e TEAC: (b) controle positivo (r=0,6987 e p<0,0001); (c) grupo de
animais suplementados com N-acetilcisteina (r=0,8040 e p<0,0001); (d) grupo de
animais suplementados com Agaricus sylvaticus (r=0,8242 e p<0,0001). Isto sugere
veementemente que a medida que aumenta a parasitemia, ocorre a mobilizacdo de
antioxidante enddgenos pelas células pulmonares, aumentando a capacidade
antioxidante total para tentar combater a infeccdo e que a suplementacdo com
antioxidantes promove uma reacdo mais pronunciada.

Em relacdo a correlacdo entre parasitemia e NO pulmonar (Fig. 29), os
resultados mostraram que, no grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina
(Fig. 29c), houve uma correlagdo positiva moderada e altamente significante
(r=0.5568 e p=0.0003), o que mostra, de fato, que NAC pode estar relacionada a
inducdo da sintese de NO para debelar a infeccdo via estresse oxidativo.
Adicionalmente, Fritsche et al. (2001) observaram em culturas celulares que a
adicdo de desferrioxamina (DFO) aumentou a sintese de NO e a morte dos parasitas
em hemacias infectadas pelo P. falciparum. Assim, os efeitos de DFO no clearence
do parasita parecem ser devido ao aumento da producao de NO.

Por outro lado, no grupo de animais suplementados com o cogumelo
Agaricus sylvaticus (Fig. 29d), houve uma correlacdo negativa moderada e
altamente significante (r=-0,4410 e p=0,0044) entre parasitemia e NO. Assim,
provavelmente o Agaricus sylvaticus esteja relacionado a inibicdo da sintese de NO
pulmonar e/ou diminuicdo das concentracdes, a medida que progride a parasitemia,
através de uma via antioxidante de defesa contra a infeccdo. Portanto, o Agaricus
sylvaticus e a NAC podem atuar por dois mecanismos distintos para tentar inibir o
desenvolvimento do parasita. De um lado, a inibicdo da sintese de NO pelo Agaricus

sylvaticus parece ser um pouco mais relevante do que NAC e provavelmente exerce
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seus efeitos a longo prazo, a partir da inibicdo da sintese de NO durante a infeccao,
fazendo com que os niveis de NO sejam equivalentes aos valores basais e
diminuindo a apoptose endotelial e a internalizacdo do parasita nas hemacias, no
entanto, outras moléculas podem ser consideradas, tais como o ONOO°, que pode
ser o responsavel pelo agravamento da doen¢a, mesmo que 0S animais sejam
suplementados com o Agaricus sylvaticus. Por outro lado, a inducédo da sintese de
NO estimulada pela NAC também apresenta algum efeito benéfico no clearence
parasitario e pode melhorar o fluxo microcirculatorio, mas parece ser dependente de
altas concentragbes de NO, o0 que pode culminar no agravamento da doencga, pois
nao existe um limiar de concentracdo de NO definida a apartir da qual seus efeitos
passam a ser nocivos ao hospedeiro. Ao mesmo tempo, NAC pode atuar na
varredura de ROS gerados durante a infeccdo e aumentar a capacidade antioxidante

total.

6.2- COMPORTAMENTO OXIDATIVO CEREBRAL

A malaria cerebral é a maior causa de morte durante a infeccao pelo P.
falciparum e é caracterizada pelo sequestro de heméacias infectadas nos microvasos
cerebrais. A maioria das moléculas implicadas na adesao das hemacias infectadas
nas ceélulas endoteliais ja foram descritas, no entanto o resultado da interacdo das
hemacias infectadas com as células endoteliais € pouco compreendido (Jambou et
al., 2010). A Malaria cerebral € manifestacdo mais grave da doenca, caracterizada
por forte cefaléia, hipertermia, vdomitos, sonoléncia e convulsdes (principalmente em
criancas) e tem sido extensamente estudada; BOULOS et al., 1993; LOU et al.,
2001; SIBMOOH et al., 2004; PENET et al., 2007). A malaria grave € considerada
como uma sindrome complexa que afeta muitos 6rgaos e altera o metabolismo. No
caso particular da maléaria cerebral, que pode levar a coma e morte, € associada a
hipertenséo intracraniana grave causada pelo edema cerebral. No entanto, o efeito
de novas terapias neuroprotetoras tem sido pouco estudadas (KAISER et al., 2006).

Particularmente, a adesdo de hemacias parasitadas ao endotélio vascular
cerebral (citoaderéncia) culmina em migracdo exacerbada de leucocitos a fim de

evitar a passagem do parasita ao tecido cerebral, o que parece ser mediado por
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ativacdo da célula T (LEPENIES et al.,, 2007) em reposta a apresentacdo do
antigeno pela célula dendritica (DE WALICK et al., 2007). Dessa forma, o aumento
da resposta inflamatéria, que outrora parecia essencial para a eliminacdo do
parasita, € agora, um potencial causador da malaria cerebral, j& que, aliado a
citoaderéncia, promove isquemia e edema cerebral (PENET et al., 2007; POUVELLE
et al., 2007).

De fato, a patogénese da malaria cerebral envolve o sequestro do
parasita na microvasculatura cerebral com hipoxia tecidual, lesbes isquémicas e
resposta imune ao P. falciparum com a producao de citocinas e quimiocinas (JOHN
et al., 2008). Isto significa que as hemacias infectadas podem mimetizar a interacéo
de leucécitos com as células endoteliais. Este processo € associado com a
transferéncia de antigenos das células endoteliais, que podem ativar
inadequadamente a resposta imune e com a abertura das jungdes intercelulares,
que podem desencadear a diminuicdo de fungdo da BHE durante a malaria cerebral
(JAMBOU et al., 2010).

A sindrome de isquemia e reperfusdo € uma importante causa de lesdes
neurolégicas e esta agressao pode afetar a integridade e funcdo neuroldgica,
somando-se a isso, ROS, citocinas e amino-4cidos excitatorios podem contribuir
para essas lesdes neurologicas (BECKER et al., 2004).

Portanto, lidar com complicacdes cerebrais néo é facil, ja que o cérebro é
um Orgao com estrutura e fisiologia extraordinariamente complexas e funcionamento
gue revela inigualaveis sutilezas, o que pode ser observado em apenas uma de trés
caracteristicas que, diferenciam as patologias cerebrais das patologias nos outros
orgados, uma vez que O sistema nervoso tem uma série de caracteristicas
anatémicas e fisiologicas que lhe sdo peculiares e que influenciam grandemente na
forma como a doenca se expressa, ou seja, caracteristicas que conferem protecado
contra uma determinada forma de ataque, podem aumentar a vulnerabilidade a um
diferente tipo de agressdo patoldgica (ROBBINS et al.,, 1991). Como exemplo
podemos citar estruturas como 1) o cranio — que protege contra o traumatismo mas
possibilita 0 aumento da presséao intracraniana; 2) o liguor — que também protege
contra traumatismo mas é o agente para o desenvolvimento da hidrocefalia e de
disseminacdo dos microorganismos e células tumorais; 3) e a BHE que além de

estabilizar o meio interno, no interior do parénquima, confere, juntamente com a
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auséncia de drenagem linfatica, ao cérebro, um local privilegiado do ponto de vista
imunoldgico, mas que no entanto, o torna suscetivel ao acimulo de edema.

Coincidentemente, o edema cerebral, assim como o pulmonar, parece
determinar o quadro patolégico da maléria grave (KAISER et al., 2006). No entanto,
0 aumento da pressdo intracraniana é que, aparentemente, confere ao edema
cerebral maior risco de morte. Tal anormalidade é advinda de um conjunto de fatores
que podem atuar a fim de eliminar a infeccdo sem que haja a passagem do
microorganismo para o tecido cerebral (ROBBINS et al., 1991).

Portanto, para a compreensdo da maléria cerebral, a infeccdo de
camundongos C57BL/6 com o Plasmodium berghei ANKA fornece um modelo
experimental de malaria cerebral que tem muitas caracteristicas com a malaria
cerebral humana e tem sido amplamente usado para estudar 0os mecanismos
envolvidos na maléaria cerebral. Assim, o sequestro de hemacias infectadas nos
vasos cerebrais tem sido amplamente demonstrado em modelo experimental de
malaria, bem como o edema e as hemarragias cerebrais levem a morte de varias
espécies de ratos em dias (VAN DEN STEEN et al., 2010). Adicionalmente, muitos
estudos mostram que P. berghei ANKA pode ser sequestrado in vivo em diferentes
orgaos, aléem do cérebro (BAPTISTA et al., 2010).

Nesse sentido, os resultados em amostras cerebrais mostraram que a
capacidade antioxidante total aumenta durante a infeccao (Fig. 31), pois 0S grupos
controles positivos apresentaram niveis significativamente elevados de TEAC no 1°
3° e 10° dias de infec¢do (p<0,01) em relagdo ao contro le negativo. Portanto, €
provavel que ocorra a mobilizagdo da defesa antioxidante enddégena do tecido
cerebral na tentativa de proteger o hospedeiro da infeccdo, no entanto, apesar do
cérebro apresentar uma capacidade antioxidante mais elevada na infeccdo, nao
houve um aumento sigificante de TEAC do 1°para o 10° dia de infec¢do (p=0,1231,
Tab.11), o que poderia sugerir que o0 cérebro apresentasse mecanismos de defesa
antioxidante menos eficientes do que o pulméo, no entanto, ndo € 0 que ocorre
como observado pelos niveis de MDA cerebral, mostrando ser a capacidade
antioxidante cerebral mais eficiente na prevencado da peroxidacgéo lipidica em relacao
a pulmonar.

Paralelalemte, os animais infectados e suplementados com antioxidantes

apresentaram TEAC maior do que 0 grupo controle positivo no 3% 5°e 7°dias de
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infeccéo (p<0,01), mas isso néo se refletiu em uma parasitemia menor, exceto no
10° dia de estudo. Além disso, o grupo NAC apresentou niveis significativos de
TEAC no 3° dia de infeccdo (p<0,01) em relacdo ao grup o Agaricus sylvaticus,
provavelmente ao fato de que NAC possa ter mais facilidade de transpor a BHE do
gue as moléculas antioxidantes presentes no Agaricus sylvaticus, fato este que pode
estar relacionado a inducdo de NO pela NAC e ndo pelas propriedades
antioxidantes. Nesse sentido o NO apresenta propriedades vasodilatadoras bem
conhecidas e pode ser responsavel pelo aumento da permeabilidade da BHE.
Assim, no grupo de animais suplementados com o Agaricus sylvaticus, ndo houve
uma elevacdo progressiva dos niveis de TEAC com a evolugcdo da doenca
(p=0,5519; Tab.11), como foi observado no pulmdo, 0 que sugere que as
substancias antioxidantes presentes no cogumelo Agaricus sylvaticus tém
dificuldades de transpor a BHE.

Do mesmo modo, os valores de MDA no tecido cerebral aumentaram
durante a infeccdo (Fig. 32), em relacdo ao controle negativo, no 1°(p<0,05) e no 3°
(p<0,01) dias de infeccdo, o que evidencia que durante a infeccdo malarica ocorre
peroxidacdo lipidica relevante a nivel cerebral, no entanto, ndo houve aumento
significante nos niveis de MDA cerebral do 1°para o 10° dia de estudo (p=0,0886;
Tab.12), apresentando um comportamento paralelo ao TEAC, o que mostra que
mesmo ocorrendo lesdes axidativas, a defesa antioxidante ndo permitiu um aumento
progressivo nos niveis de MDA, o que mostra que a capacidade antioxidante
cerebral é bastante efetiva.

Estes achados em relacdo aos niveis elevados de MDA sao consistentes
com os de Narsaria et al. (2011) que observaram gque o o0s niveis elevados de MDA
estdo envolvidos no estresse oxidativo e na patogénese da malaria grave, como a
malaria cerebral. Além disso, Baptista et al. (2010) acreditam que o0 sequestro de
células CD8+, somado a presenca das hemacias parasitadas nos vasos cerebrais
contribuem significativamente para o desenvolvimento de malaria cerebral em ratos
C57BL/6. Nossos dados também corroboram com Reis et al. (2010) que observaram
niveis elevados de ROS, relacionados as lesdes neuroldgicas na malaria cerebral, e
aumento nas concentracbes de MDA no cérebro de camundongos C57BL/6
infectados com P. berghei ANKA, indicando alto estresse oxidativo.
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Por outro lado, nos grupos de animais suplementados com Agaricus
sylvaticus e N-acetilcisteina, 0 comportamento foi semelhante entre si durante a
infeccdo, exceto no 3° e no 5° dias de estudo (Fig.32), em que houve uma
diminuicdo significante nos niveis de MDA nos animais suplementados com Agaricus
sylvaticus (p<0,05 e p<0,01; tab.12, respectivamente), sugerindo que ele possa ser
sensivelmente efetivo na tentativa de diminuir as lesbes oxidativas relacionadas a
peroxidacao lipidica, mesmo com dificuldades em transpor a BHE, ao passo que
NAC néo foi eficiente em diminuir as lesfes oxidativas. Assim, em todos 0S grupos
de animais infectados e suplementados com antioxidantes, os niveis de MDA foram
elevados, mas ndo houve um aumento significante do 1°p ara o 10°dia de infeccdo
(p=0,5442 e p=0,8092 para N-acetilcisteina e Agaricus sylvaticus respectivamente;
tab. 12), o que foi acompanhado pelos niveis de TEAC, sugerindo que a nivel
cerebral, uma vez que ocorre estresse oxidativo, hd mobilizacdo da defesa
antioxidante para tentar restabelecer o equilibrio redox e debelar a infeccéo.

De fato, Das et al. (1991) avaliaram a peroxidacéo lipidica no LCR de
pacientes com malaria cerebral e encontraram niveis elevados de MDA em relacao
aos controles, sugerindo que MDA esteja aumentado em decorrréncia da infeccéo.
Do mesmo modo, Pabon et al. (2003) encontraram niveis aumentados de MDA em
em pacientes com maléria ndo-complicada e diminuicdo da capacidade antioxidante
total, mostrando que existe alto nivel de estresse oxidativo mediado pelo MDA. Além
disso, a infeccdo malarica resultou em diminuicdo dos niveis das enzimas
antioxidantes, como catalase, GSH, e SOD, além de albumina, ascorbato e tocoferol
plasmatico. Estes estudos corroboram com nossos achados e reforgam a sugestao
do envolvimento do estresse oxidativo e da peroxidacao lipidica na malaria cerebral.

Somando-se a isso, Jambou et al. (2010) analisaram a interacdo de
células endoteliais de microvasos cerebrais humanos co-cultivadas com hemacias
infectadas e demonstraram que a transferéncia de material das hemécias infectadas
para a membrana plasmatica das ceélulas endoteliais cerebrais ocorre em um
processo semelhante a trogocitose, seguindo pelo aumento na producao de TNF-q,
estando relacionados com a abertura das juncgfes intercelulares. Além disso, a
transferéncia de antigenos pode transformar as células endoteliais em um marcador
para a resposta imune e contribuir para profundas alteracdes nas células endoteliais

cerebrais, levando ao edema e malaria cerebral.
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Em relagdo ao NO cerebral, os resultados mostraram que ndo houve
significancia estatistica entre os animais dos grupos controles positivo em relacédo ao
controle negativo, apresentando valores de NO bastante parecidos durante todo o
periodo de estudo (Fig. 33), o que sugere que o NO nado esteja envolvido no
estresse oxidativo cerebral gerado durante a infeccdo ou que possa existir outra
molécula, como o ONOO ™, gerado a partir do NO, que, de acordo com Savvides et
al. (2002) pode atuar inibindo a enzima glutationa redutase e exacerbar as
complicagcbes da CM. Desse modo, o aumento da parasitemia nao estaria
relacionado diretamente a producdo de NO. Estes dados corroboram com varios
estudos sobre malaria cerebral (Jung et al., 2006; Yeo et al., 2007; Moreira, 2010).

Por outro lado, Gramaglia et al. (2006) defende a idéia de que a malaria
cerebral possa estar associada a baixas concentracoes de NO. Ao mesmo tempo,
Favre et al. (1999), investigaram o curso da infeccdo pelo Plasmodium berghei
ANKA no estagio sanguineo da malaria em ratos deficientes de iINOS para verificar
se a malaria cerebral € dependente da sintese de NO. Os resultados mostraram que
ndo houve diferenca na progressdo da parasitemia, sobrevida e valores
hematolégicos, o que sugeriu que o NO ndo é um fator crucial para o
desenvolvimento da maléria cerebral murina.

Nesse sentido, as principais complicagcdes no tecido cerebral devem estar
relacionadas ao MDA e/ou a isquemia e a ineficiéncia de reperfusao pela falta de
inducdo da NOS-1 na infeccdo. De fato, alguns estudos mostram que
suplementacdo de nitritos e L-arginina podem ser fatores protetores para esse tipo
de complicacéo (Jung et al., 2006; Yeo et al., 2007). Além disso, Dhangadamajhi et
al. ( 2009) observaram que variacbes genéticas na NOS-3 em pacientes com
malaria branda podem aumentar sua expressdo e aumentar a producao de NO, o
que levaria a protecao contra a malaria cerebral.

Isto €& consistente com o fato de que nos grupos de animais
suplementados com N-acetilcisteina ocorreu um aumento nos niveis de NO em
relacdo aos controles positivos e negativos durante todo o periodo de estudo
(p<0,01) e também em relacdo ao grupo Agaricus sylvaticus no 5% 7°e 10°dias de
infeccéo (p<0,01), o que mostra que a suplementacdo NAC pode estar relacionada a
inducdo da sintese de NO no tecido cerebral, estimulando a defesa pro-oxidante

para debelar infeccdo, mas a defesa antioxidante enddgena pode ter sido
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mobilizada para diminuir as concentragdes de NO induzido por NAC, uma vez que
nao houve aumento significante do 1°para o 10°dia d e estudo (p=0,9520; Tab.13),
como tem sido proposto por John et al. (2010). Do mesmo modo, Al-Yaman et al.
(1998) encontraram niveis significativamente elevados de NO sérico de criancas
com maléaria cerebral na Papua Nova Guiné, se comparado com aqueles que néo
tiveram tal complicagc&o, o que sugeriu que NO em altas concentragbes pode estar
envolvido nas complicacées da malaria cerebral.

Somando-se a isso, Cabrales et al. (2011), em estudo recente, com
camundongos infectados pelo Plasmodium berghei ANKA, observaram que a
patogénese da malaria cerebral esta associada com a baixa biodisponibilidade do
NO e complica¢cdes microcirculatérias cerebrais, com uma acentuada diminui¢cdo no
fluxo sanguineo cerebral, vasoconstricdo, obstrucao vascular pela aderéncia celular
e hemorragias. Além disso, demonstraram que a suplementacdo de NO previne a
vasoconstricdo e melhora o fluxo sanguineo, especialmente na resposta ao
tratamento pelas arteriolas e vénulas de pequeno calibre. Assim, o NO exdgeno
forneceu protecdo contra as hemoragias cerebrais e inflamacéo, estando
relacionado a protecdo contra a maléria cerebral e melhora na hemodindmica
microvascular. Paralelamente, Hawkes et al. (2011), acreditam que a suplementacao
de NO inalado podera melhorar o estado de criangas com malaria grave submetidas
a terapia antimalérica e que a ativacao endotelial desempenha um papel crucial na
patogénese da malaria grave, em que a angiopoietina-2 (Ang-2) tem sido descrita
recentemente como um regulador chave. O NO é o maior inibidor de Ang-2 liberada
do endotélio, diminue a inflamagcdo endotelial e reduz a adesdo de hemacias
parasitadas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Yeo et al. (2008), que
exploraram a relacdo entre a bioatividade de Ang-2, fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), perfusao tissular e dados clinicos em maléria grave. Os resultados
mostraram que as concentracdes de Ang-2 foram elevadas na malaria grave e
associadas a concentracdes de ICAM-1, aumento de lactato venosa, carga
parasitaria e mortalidade, por outro lado, VEGF foi inversamente relacionado com
estes marcadores. A recuperacdo da funcdo endotelial foi relacionada com a
reducdo nas concentracbes de Ang-2. Ao mesmo tempo, a Ang-2, liberada das

células endoteliais com reduzida bioatividade de NO, provavelmente contribue para
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a ativacado endotelial, sequestro do parasita nos vasos e perfusdo prejudicada.
Assim, agentes que melhorem o NO endotelial e/ ou antagonizem Ang-2 podem ter
papeéis terapéuticos na malaria grave.

Os efeitos da suplementacdo com NAC na infeccdo malarica devem ser
avaliados com cautela, pois Arreesrisom et al. (2007) observaram que a atividade
antioxidante de NAC pode inibir a acdo anti-malarica de algumas drogas, como a
artemisina, que tem seu mecanismo de acdo antiparasitaria através do estresse
oxidativo. Assim, a administracdo de drogas antagonistas pode levar a efeitos
adversos nos pacientes tratados. Resultados semelhantes foram encontrados por
Charunwatthana et al. (2009) em relacdo ao artesunato.

Em contrapartida, o grupo Agaricus sylvaticus apresentou niveis
significativamente elevados de NO ao 1°(p<0,05) e 3° (p<0,01) dias de infeccédo, se
comparado ao controle positivo, mas a partir do 5°dia de infeccdo ndo apresenta
diferenga significativa. Além disso, os niveis de NO diminuem significativamente do
1°ao 10°dia de estudo (p=0,0043; Tab.13), o que r eforca a ideia de que Agaricus
sylvaticus inibe a sintese de NO cerebral e que o0 NO nao estaria envolvido na
patogenia da malaria cerebral. Esta sintese inicial de NO pode ser estimulada pela
presenca do parasita, mas inibida pelo Agaricus sylvaticus. Além disso, Kaiser et al.
(2006) avaliaram os efeitos da EPO na sobrevida de camundongos infectados com
Plasmodium berghei ANKA e demonstraram que a inoculacdo de EPO humana
recombinante no inicio das manifestacdes clinicas da malaria cerebral protege os
animais da morte. Além disso, ocorreu inibicdo da expressdo de TNF- a e INF-y pela
EPO e os animais tratados apresentaram poucas hemorragias cerebrais.

Portanto, torna-se bastante intrigante a investigacdo dos fendémenos
envolvidos na fisiopatogenia da doenca, especialmente na malaria cerebral. De um
lado a manutencdo do estresse oxidativo parece necesséria, resultando em uma
inducdo da capacidade antioxidante, essencial para evitar o dano endotelial e a
agressoes a BHE, no entanto, o estresse oxidativo como via de defesa pode causar
a morte do hospedeiro, por falta de oxigenagdo no cérebro e aumentando a
gravidade da doenca devido a uma resposta citotoxica ineficiente. Por outro lado, a
inducdo da producdo de NO pode auxiliar na reperfusdo do vaso isquémico e na
destruicdo do parasita, mas em altas doses pode promover a formagdo de ONOO™

gue pode lesionar o endotélio e levar ao edema cerebral.
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6.2.1- Correlagao Cerebral e a Suplementacdo com An tioxidantes

No estudo de correlacdo entre MDA e TEAC cerebrais, os resultados
mostraram a ocorréncia de correlacdo positiva moderada e altamente significante
nos grupos controle positivo (r=0,5300 e p=0,0007; Fig. 34b), no grupo de animais
suplementados com N-acetilcisteina (r=0,5328 e p=0,0004; Fig.34d) e no grupo de
animais suplementados com Agaricus sylvaticus (r=0,4205 e p=0,0076; Fig. 34e).
Estes dados sugerem que a medida que aumenta a concentracdo de MDA cerebral,
como resultado do estresse oxidativo, aumenta a capacidade antioxidante total, na
tentativa de diminuir essas lesbes e restabelecer o equilibrio redox durante a
infeccdo pelo P. berghei. Este comportamento entre MDA e TEAC cerebral é
semelhante ao encontrado no pulmao, mostrando que a peroxidagcdo lipidica
realmente esté envolvida nas complicacdes da malaria cerebral.

Paralelamente, os resultados do estudo de correlagcdo entre MDA e NO
cerebral mostraram que no grupo controle negativo (Fig. 36c), houve uma correlacéo
positiva moderada e altamente significante (r=0,5281 e p=0,0002) entre o0s
parametros, o que nao foi encontrado no grupo controle positivo (Fig. 36b). Portanto,
é provavel que em condi¢Bes normais, 0 aumento das concentracdes de MDA esteja
relacionado ao aumento dos niveis de NO e ndo quando ocorre infeccdo. No grupo
de animais suplementados com Agaricus sylvaticus (Fig. 36e), ha uma tendéncia de
significancia estatistica (p=0,0581) entre MDA e NO, como provavel inducao inicial
de NO provocada pela presenca do parasita, uma vez que NO tende a diminuir ao
longo do tempo (do 1°ao 10°dia; p=0,0043; tab.13) .

A correlacdo entre TEAC e NO cerebral mostrou que no grupo controle
negativo (Fig. 38c), ha uma correlacédo positiva moderada e altamente significante
(r=0,3863 e p=0,0087) entre os parametros, o que nao foi encontrado no grupo
controle positivo (Fig. 38b). Portanto, € provavel que em condi¢cdes normais, o NO
seja produzido paralelamente as concentracdes de TEAC. Assim, NO nao estaria
relacionado a malaria cerebral. Além disso, ndo houve significancia estatistica de
TEAC com NO nos grupos de animais suplementados N-acetilcisteina (Fig. 38d) e
Agaricus sylvaticus (Fig. 38e), o que sugere ser o MDA relacionado a estimulacéo da

resposta antioxidante.
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No estudo de correlagdo entre parasitemia e MDA cerebral, houve
correlagcdo negativa moderada e significante entre os parametros apenas no grupo
controle positivo (r=-0,3647 e p=0,0287; Fig. 40b), o que pode sugerir que, uma vez
que a parasitemia aumentou com a evolucdo da doenca, ocorre uma diminuicdo dos
niveis de MDA, dada a capacidade antioxidante cerebral mais efetiva.

O estudo da correlacdo entre parasitemia e TEAC cerebral, mostrou que
no grupo controle positivo (Fig. 42b), ha uma correlagcdo negativa moderada e
altamente significante (r=-0,4956 e p=0,0011) entre os parametros. Assim,
provavelmente ocorre uma diminuicdo da capacidade antioxidante cerebral, a
medida que a parasitemia progride, mas isto deve estar relacionado ao fato de que o
cérebro pode ter uma defesa antioxidante bastante eficiente, ndo permitindo um
aumento progressivo nos niveis de MDA durante o periodo de estudo. Do mesmo
modo, no grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina (Fig. 42c), houve
uma correlacdo negativa moderada e significante (r=-0,3327 e p=0,0313) entre
parasitemia e TEAC, mostrando que, mesmo que 0s animais sejam suplementados
com NAC ocorre uma diminuicdo de TEAC com a evolucdo da Parasitemia, o que
mostra que NAC também n&o permitiu um aumento progressivo nos niveis de MDA.

A correlagdo entre parasitemia e NO cerebral, mostrou que apenas no
grupo de animais suplementados com Agaricus sylvaticus (Fig. 44d), houve uma
correlacdo negativa moderada e altamente significante (r=-0,4578 e p=0,0044).
Portanto, estes dados reforcam que o Agaricus sylvaticus esteja relacionada a
inibicdo da sintese ou varredura de NO com a evolugédo da doenca, atuando através
de um mecanismo antioxidante pouco eficiente, no entanto, sensivelmente melhor
do que NAC. Por outro lado, no grupo de animais suplementados com NAC (Fig.
44c), ndo houve significancia estatistica (p=0,0519) entre os parametros estudados,
mas € provavel que ela esteja associada a inducdo da expresséo e sintese de NO
cerebral (r=0,3056), pois nos grupos de animais tratados com NAC apresentaram
niveis elevados de NO cerebral, se comparado ao controle positivo, apesar de nao

ter havido um aumento de NO do inicio ao final do estudo (p=0,9520; Fig.44c).
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6.3- ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS COMPORTAMENTOS OXIDATIVOS
PULMONAR E CEREBRAL

No tecido pulmonar, o grupo controle positivo apresentor uma capacidade
antioxidante com niveis pequenos de TEAC, mas aumentou ao longo do periodo de
estudo, equivalendo-se estatisticamente ao tecido cerebral (Fig. 46) no 10° dia de
infeccéo (p=0,1562; tabela 20). No cérebro, TEAC apresentou niveis elevados desde
o0 inicio da infeccéo e significativamente maior do que TEAC pulmonar do 1°ao 10°
dias de infecgéo. Isso mostra que capacidade antioxidante cerebral pode ser mais
efetiva do que a pulmonar no combate a infeccdo, como observado pelos niveis de
MDA. Paralelamente, em condicbes normais (Fig. 47), o tecido cerebral apresentou
uma capacidade antioxidante superior a pulmonar durante todo o periodo de estudo
(p<0,01 do 1°ao 7°dias e P<0,05 no 10°dia; tab. 2 1).

No grupo de animais suplementados com N-acetilcisteina (Fig. 48), a
capacidade antioxidante pulmonar também mostrou-se pequena no inicio da
infeccdo e aumentou com a evolucédo da doenca durante todo o periodo de estudo,
mas no 7° atingiu valores semelhantes aos do TEAC cerebral (p>0,05; tabela 22).
No tecido cerebral, NAC parece ndo ser muito efetiva para aumentar a capacidade
antioxidante, mas apresentou niveis elevados de TEAC durante todo o periodo de
estudo. Paralelamente, no grupo de animais suplementados com Agaricus sylvaticus
(Fig. 49) no tecido pulmonar, TEAC mostrou-se elevado no inicio da infeccédo e
aumenta progressivamente de maneira significante durante todo o periodo de estudo
(p<0,05; tabela 23). Por outro lado, no cérebro, apesar de TEAC ter apresentado
niveis elevados no inicio da infeccéo, isto ndo se refletiu em aumento da capacidade
antioxidante, sugerindo que os componentes do Agaricus sylvaticus e a NAC tem
dificuldades em ultrapassar a BHE e exercer seus efeitos.

Em relacdo ao MDA pulmonar do controle positivo (Fig. 50), os valores
foram significativamente maiores do que no cérebro (p<0,05) do 5°ao 10°dias de
infeccdo para o mesmo periodo, 0 que pode sugerir que as lesdes oxidativas sao
maiores no tecido pulmonar e relacionadas a peroxidacao lipidica. Por outro lado,
em condi¢cdes normais (Fig. 51) as concentragcdes de MDA no tecido cerebral sédo
significativamente maiores do que no pulmao (p<0,01) no 5° 7° e 10° dias de

infeccdo (tabela 25). Além disso, no cérebro ndo houve aumento siginicativo
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(p=0,8477; Tab. 12) nos niveis de MDA do inicio ao final da infeccdo, como ocorreu
no pulméo (p=0,0002; Tab.3). Isso mostra que as lesdes oxidativas sdo maiores no
pulmé&o do que no cérebro e que a defesa antioxidante cerebral seja mais efetiva do
que a pulmonar. Portanto, o estresse oxidativo parece decorrer do aumento nas
taxas de MDA e nédo da diminui¢do da defesa antioxidante, reforcando a sugestéo de
que o estresse oxidativo mediado pelo OH™ seja um mecanismo importante para a
malaria grave. Estes achados corroboram com Moreira (2010), que encontrou
valores elevados de MDA pulmonar, quando comparado ao cerebral, sugerindo que
0 MDA esteve relacionado as complica¢des da maléria pulmonar em um modelo da
doenca causada pelo P. berghei.

De fato, marcadores do estresse oxidativo em ratos e humanos
parasitados encontram-se em niveis aumentados em comparacdo a controles nao
infectados (SOHAIL et al.,, 2007). Somando-se a isso, pode haver co-infeccao
bacteriana frequentemente presente em pacientes com sindrome da angustia
respiratéria, agravando o quadro clinico (TAYLOR et al., 2006; MOHAN et al. 2008).
Adicionalmente, Araujo et al. (2008) avaliaram o envolvimento do estresse oxidativo
na trombocitopenia em pacientes infectados pelo P. vivax e demonstraram niveis
elevados de MDA, além de GSH-Px, indicando que o MDA é um marcador do
estresse oxidativo e associado a trombocitopenia de pacientes com malaria vivax.

No grupo de animais suplementados com NAC no tecido pulmonar (Fig.
52) as lesbes oxidativas aumentaram progressivamente a partir do 3° dia de
infeccdo (p<0,01; tab. 26), e foram maiores do que no cérebro no 5% 7°e 10°dias
de infeccdo, enquanto que no cérebro, MDA foi maior no 3°dia de infeccdo. Do
mesmo modo, no grupo de animais suplementados com Agaricus sylvaticus (Fig. 53)
no tecido pulmonar, o MDA foi significativamente maior no 5° e no 7° dias de
infeccéo (p<0,01; tab.27). Portanto, em ambos os grupos de animais suplementados,
os valores de MDA cerebral ndo aumentaram progressivamente com a evolucdo da
doenca, sendo que nos grupos de animais tratados com Agaricus sylvaticus o MDA
cerebral e pulmonar diminuiu sensivelmente, enquanto que NAC foi ineficiente em
diminuir o MDA em ambos os tecidos, mas, curiosamente, diminuiu a parasitemia a
longo prazo e isso deve ser explorado em estudos posteriores. Portanto, o Agaricus
sylvaticus pode diminuir as lesGes oxidativas cerebrais relacionadas a peroxidagéo

lipidica, mesmo que tenha dificuldades em atravessar a BHE.
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Em relacdo ao NO pulmonar no controle positivo (Fig. 54), os valores
foram significativamente maiores do que no cérebro (p<0,05) em todo o periodo de
estudo, o que pode sugerir que no pulmdo o NO pode estar relacionado ao
mecanismo de defesa pro-oxidante. De fato, em condicbes normais (Fig. 55) as
concentracbes de NO pulmonar sdo menores em relagdo ao controle positivo,
especialmente do 5°ao 10°dias de infeccéo, no entanto , no tecido cerebral, o NO
nao variou, se comparado ao controle positivo durante todo o periodo de estudo e
nao houve diferencas na concentracdo de NO no 3° e no 5° dias de infeccao
(P<0,05; tabela 29) no controle negativo entre os dois tecidos. Isto reforca a idéia de
gue o NO nao esteja relacionado diretamente a patogenia da maléaria cerebral, mas
pode estar associado a defesa pro-oxidante no tecido pulmonar.

O grupo de animais suplementados com NAC (Fig. 56) mostrou que
ocorreu um aumento nos niveis de NO com a evolugédo da doenga apenas no tecido
pulmonar e que as concentragcdes de NO pulmonar foram maiores do 3°ao 10°dia
de infeccédo (tabela 30) se comparado ao NO cerebral. Além disso, NO cerebral nédo
aumentou progressivamente durante a infeccdo, mas esteve em niveis elevados
neste grupo, o que evidencia que NAC induz a sintese de NO em ambos os tecidos.
Por outro lado, no grupo de animais suplementados com Agaricus sylvaticus (Fig.
57), os resultados mostraram que ndao houve aumento nos niveis de NO nos tecidos
pulmonar e cerebral. Adicionalmente, no pulmdo, os niveis de NO foram
significativamente menores que no cérebro no 7°e no 1 0°dias de infeccéo (p<0,01;
tabela 31). Isto sugere que Agaricus sylvaticus esteja relacionado a inibicdo da
sintese ou varrendo NO para debelar a infeccdo através de um mecanismo
antioxidante relativamente mais eficaz que NAC a nivel pulmonar e cerebral.

Desse modo, é importante ressaltar que o Plasmodium é dependente de
um ambiente com equilibrio redox para se desenvolver (KEHR et al., 2010),
portanto, qualquer alteracdo neste equilibrio, neste caso, em funcdo da
administracdo de NAC e Agaricus sylvaticus, pode interferir no desenvolvimento do
parasita. Isto pode ocorrer por dois mecanismos diferentes para impedir o
desenvolvimento do parasita. Assim, estudos adicionais sdo necessarios para tentar
compreender os mecanismos pelos quais NAC e Agaricus sylvaticus exercem seus
efeitos, no entanto, sdo importantes ferramentas para novas terapias adjuvantes na

malaria, especialmente nos casos graves, tais como a malaria pulmonar e cerebral.
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6.4 — CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo mostrou que apesar da complexidade do envolvimento do
estresse oxidativo na fisiopatogenia da maléaria e dos efeitos da suplementacdo com
antioxidantes na evolucdo da doenca, parece ser evidente que ocorre estresse
oxidativo mediado pelo MDA cerebral e pulmonar neste modelo de estudo e que os
suplementos antioxidantes estudados interferem positivamente na evolucdo da
doenca e podem ser medidas terapéuticas Uteis na infec¢ao pelo Plasmodium.

Posteriormente, outros estudos sdo necessarios para tentar compreender
melhor os fenbmenos fisiopatolégicos na maléaria grave e estabelecer medidas de

controle da doenca, tais como:

- Avaliacao do perfil do acido Urico nas amostras cerebrais e pulmonares, para tentar
compreender em que momento se iniciam 0s acessos de isquemia e reperfuséo;

- Estudar o efeito da inibicdo da INOS nos acometimentos cerebrais e pulmonares
dos camundongos infectados com o P. berghei;

- Avaliar a expressao de peroxinitrito e sua relacdo com a maléria grave;

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de Agaricus sylvaticus e NAC em individuos
infectados e submetidos ao tratamento antimalarico;

- Estudar a relacdo entre a existéncia de polimorfismos na NOS-1 e a sintese de
oxido nitrico em amostras cerebrais;

- Avaliar a expressao de citocinas, tais como GM-CSF, e suas correlagcdes com a
capacidade antioxidante e com o NO na evolugéo da maléria;

- Estimar os efeitos da suplementacgéo prévia de Agaricus sylvaticus com pelo menos
5 dias antes da infeccdo sobre a evolucédo da parasitemia e gravidade da doenca
nos tecidos cerebral e pulmonar e na sobrevida dos animais;

- Estimar os efeitos da intervencao terapéutica de guanilato ciclase na expresséao da
INOS na maléaria pulmonar;

- Estudar a intervencéo com Eritropoietina para avaliar a sobrevida de camundongos
infectados com Plasmodium berghei ANKA na tentativa de prevenir as complicacbes

da malaria cerebral.
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7- CONCLUSOES

Neste modelo experimental de malaria induzida pelo P. berghei ANKA,
podemos concluir que:
- A Parasitemia aumentou progressivamente com a evolucdo da doenca, exceto do

7°ao 10°dia de infec¢ao nos animais suplementados com antioxidantes;

- Agaricus sylvaticus e N-acetilcisteina apresentaram comportamento semelhante
sobre os marcadores do estresse oxidativo e da defesa antioxidante nos tecidos
cerebral e pulmonar, mas Agaricus sylvaticus diminuiu sensivelmente as lesoes

oxidativas;

- A capacidade antioxidante total foi maior quando administrados os antioxidantes,
sendo que o Agaricus sylvaticus teve efeito mais pronunciado no pulmdo e NAC

sensivelmente melhor no cérebro;

- Agaricus sylvaticus e N-acetilcisteina possivelmente atuam por dois mecanismos
distintos para tentar debelar a infeccdo, mas o Agaricus sylvaticus foi efetivo na

prevencao da peroxidacao lipidica cerebral e pulmonar;
- N-acetilcisteina induziu a sintese de NO pulmonar e de forma menos intensa no
tecido cerebral, enquanto que o Agaricus sylvaticus inibiu a sintese de NO pulmonar

e cerebral;

- As lesbes oxidativas foram mais pronunciadas no tecido pulmonar do que no

cerebral e relacionadas a peroxidacao lipidica, dado as concentracdes de MDA

- A administracao dos antioxidantes diminuiu a parasitemia em longo prazo;

- A defesa antioxidante cerebral parece ser mais efetiva do que a pulmonar,
apresentando niveis elevados de TEAC e impedindo um aumento progressivo nos

niveis de MDA;

- O NO néo foi relacionado a patogenia da malaria cerebral e pulmonar;
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9- APENDICES

Apéndice 1. Valores de Parasitemia (%) para cada animal em 1 dia de infeccé&o.

Parasitemia (%)

Animal
Controle Positivo N-acetilcisteina Agaricus sylvaticus

1 1,5 0.5 0,5

2 0,5 1 0.5

3 1 1 1,5

4 1 0,5 15

5 2 1 1

6 1 15 1

7 1 1 1,5

8 0,5 15 1,5

9 0,5 2 0,5

10 1 0,5 1
X+SD 1,00+0,47 1,05+0,50 1,05+0,44

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.

o1 0,625 0,625 0,625
Q3 1 1,375 15

DJ 0,375 0,75 0,875
3/2DJ 0,562 1,125 1,312
Q1-3/2DJ 0,062 -0,5 -0,687
Q3+3/2DJ 1,562 2,5 2,812
Min. 0,5 0,5 0,5

Max. 15 2 15
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Apéndice 2: Valores de Parasitemia (%) para cada animal em 3 dias de infec¢ao.

Parasitemia (%)

Animal
Controle Positivo N-acetilcisteina Agaricus sylvaticus

1 3 12 4

2 4 6 8

3 6 10 5

4 6 8 7

5 15 12 5

6 12 4 4

7 16 8 10

8 12 4 8

9 15 15 3

10 14 4 4

X+SD 10,30+45,01 8,30+3,89 5,80+2,30

* = Pontos excluidos; t= animais falecidos.
Q1 6 4,5 4
Q3 14,75 11,5 7,75
DJ 8,75 7 3,75
3/2DJ 13,125 10,5 5,625
Q1-3/2DJ -7,125 -6 -1,62
Q3+3/2DJ 27,875 22 13,375
Min. 3 4 4
Max. 16 15 10
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Apéndice 3: Valores de Parasitemia (%) para cada animal em 5 dias de infeccao.

Parasitemia (%)

Animal
Controle Positivo  N-acetilcisteina Agaricus sylvaticus
1 35 30 30*
2 32 28 25
3 38 25 15
4 35 28 20
5 20 20 12
6 30 24 15
7 35 18 18
8 33 15 15
9 18* 22 10
10 T 6 8
X+SD 34,0+2,58 21,60+7,24 15,3345,19

* = Pontos excluidos; t= animais falecidos.

Q1 32,5 18,5 12

Q3 35 27,25 18

DJ 2,5 8,75 6
3/2DJ 3,75 13,125 9
Q1-3/2DJ 28,75 5,375 3
Q3+3/2DJ 38,75 40,375 27
Min. 30 6 8

Max. 38 30 25
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Apéndice 4: Valores de Parasitemia (%) para cada animal em 7 dias de infeccao.

Parasitemia (%)

Animal
Controle Positivo N-acetilcisteina Agaricus sylvaticus

1 45 48 30

2 60 40 40

3 58 55 32

4 42 50 42

5 44 60 35

6 45 45 45

7 35 45 55

8 + 42 52

9 t t +
10 T t +

X+SD 47,00+8,90 48,1246,71 41,37+9,04

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.

Q1 43 44,25 34,25
Q3 51,5 51,25 46,75
DJ 8,5 7 12,5
3/2DJ 12,75 10,5 18,75
Q1-3/2DJ 30,25 33,75 15,5
Q3+3/2DJ 64,25 61,75 65,5
Min. 35 40 30

Max. 60 60 55
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Apéndice 5. Valores de Parasitemia (%) para cada animal em 10 dias de infec¢ao.

Parasitemia (%)

Animal
Controle Positivo N-acetilcisteina Agaricus sylvaticus

1 42 50* 25
2 65 35 40
3 58 38 28
4 42 35 35
5 45 34 38
6 55 32 T
7 58 + L
8 t t +
9 t t +

10 T t +

X+SD 52,1449,12 34,8+2,17 33,20+6,46

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.

Q1 43,5 34 28
Q3 58 35 38
DJ 14,5 1 10
3/2DJ 21,75 15 15
Q1-3/2DJ 21,75 31,5 13
Q3+3/2DJ 79,75 38,5 53
Min. 42 32 25

Max. 65 38 40



Apéndice 6: Valores de TEAC (mmol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 1 dia de infeccao.

180

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C)
1 5,25 5,88 2,99 11,91 3,37 15,11 9,254 14,28
2 4,78 11,30 3,57 12,82 1,21 14,61 9,42 14,07
3 5,14 8,07 3,98 15,03 1,79 16,36 8,538 13,21
4 2,94 10,40 3,47 14,08 2,05 13,44 8,33 14,12
5 3,50 6,67 3,51 11,96 2,6 14,08 13,32 17,91*
6 5,43 8,44 1,95 10,43 3,08 15,67 511 13,96
7 2,91 8,95 1,95 16,8 2,86 15,19 11,29 13,52
8 1,79 3,02 4,77* 9,73 4,60 17,6 11,81 15,22
9 4,03 5,22 3,22 10,28 4,12 15,89 10,30 14,48
10 3,06 4,80 2,87 13,85 5,86 18,6* 8,33 13,17
X£SD 3,88+1,23 7,27+2,61 3,06+0,71 12,69+2,27 3,15+1,40 15,3+1,4 9,57+2,28 14,040,65
* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.
Q1 2,97 5,385 2,866 10,80 2,184 14,61 8,382 13,52
Q3 5,05 8,822 3,515 14,022 3,932 15,89 11,042 14,28
DJ 2,08 3,437 0,649 3,222 1,748 1,28 2,660 0,76
3/2DJ 3,12 5,156 0,973 4,834 2,622 1,92 3,991 1,14
Q1-3/2DJ -0,15 0,229 1,892 5,966 -0,437 12,69 4,391 12,38
Q3+3/2DJ 8,17 13,979 4,488 18,856 6,554 17,81 15,033 15,42
Min. 1,79 3,02 1,95 9,73 1,215 13,44 511 13,17
Max. 5,43 11,30 3,978 15,03 5,86 17,6 13,316 15,22
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Apéndice 7: Valores de TEAC (mmol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 3 dias de infec¢éo.

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C)
1 3,28 7,71 4,52 13,43 6,43 16,75 17,87* 21,14
2 1,76 5,99 3,91 14,54 8,07 21,47 11,08 14,85
3 0,29 7,89 6,82* 11,91 6,09 22,05 14,09 17,16
4 3,38 5,23 4,69 9,37 6,51 19,11 13,21 11,09
5 3,15 2,67 2,59 16,16 6,10 18,89 12,173 18,06
6 2,52 3,67 4,33 15,11 7,13 20,44 14,25 15,35
7 2,21 3,43 2,46% 13,47 7,13 22,50 14,20 16,88
8 0,72 4,03 3,60 10,46 4,09* 19,70 14,56 19,19
9 3,55 3,05 4,33 8,20 14,67* 19,29 14,15 14,88
10 2,72 2,92 4,01 11,98 3,39* 18,17 11,03 18,56
X+SD 2,36+1,13 4,66+1,95 4,00+0,66 12,46+2,56 6,78+0,71 19,84+1,80 13,05+1,4 16,72+2,82
* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.
Q1 1,872 3,145 3,832 10,822 6,263 18,945 11,893 14,997
Q3 3,247 5,8 4,377 14,272 7,135 21,212 14,185 18,435
DJ 1,375 2,655 0,544 3,45 0,871 2,267 2,292 3,437
3/2DJ 2,062 3,982 0,817 5,175 1,307 3,401 3,438 5,156
Q1-3/2DJ -0,19 -0,837 3,016 5,647 4,956 15,544 8,456 9,841
Q3+3/2DJ 5,31 9,782 5,194 19,447 8,442 24,614 17,623 23,591
Min. 0,29 2,92 2,596 8,20 6,090 16,75 11,03 11,09
Max. 3,55 7,71 4,690 16,16 8,070 22,05 14,562 21,14



Apéndice 8: Valores de TEAC (mmol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 5 dias de infeccéao.
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Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C)
1 5,13 10,04 4,88 10,02 5,63 18,91 24,43 13,59
2 4,25 9,07 9,43 13,51 8,64 15,13 19,92 15,38
3 8,05 8,44 10,14 9,58 6,36 13,80 24,61 16,76
4 7,55 6,78 8,45 9,25 5,47 9,95 17,05 15,20
5 3,7 9,53 10,30 8,42 6,20 18,7 18,10 13,17
6 3,95 10,29 5,75 10,56 7,97 13,55 21,63 10,03
7 5,95 6,84 5,51 9,07 6,56 12,47 21,15 14,53
8 4,99 8,13 5,95 12,47 5,68 13,40 25,72 12,66
9 1,14* 8,16 5,91 10,28 7,60 9,35 10,72 11,54
10 4,53 4,19 t t 4,59 16,83 13,56 13,79
X+SD 5,34+1,55 8,15+1,83 7,37+2,18 9,95+1,23 6,47+1,25 14,21+3,26 19,69+4,9 13,66+1,96
* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.
Q1 4,25 7,162 5,749 9,205 5,64 12,702 17,312 12,787
Q3 5,95 9,415 9,43 10,35 7,34 16,405 23,73 15,032
DJ 1,7 2,252 3,681 1,145 1,70 3,702 6,417 2,245
3/2DJ 2,55 3,3787 5,521 1,717 2,55 5,554 9,626 3,367
Q1-3/2DJ 1,7 3,784 0,227 7,487 3,09 7,149 7,686 9,42
Q3+3/2DJ 8,5 12,794 14,951 12,067 9,89 21,959 33,356 18,4
Min. 3,7 4,19 4,88 8,42 4,59 9,35 10,72 10,03
Max. 8,05 10,29 10,30 12,47 8,64 18,91 24,61 16,76



Apéndice 9: Valores de TEAC (mmol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 7 dias de infeccéao.
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Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C)
1 4,90 9,21 5,76 8,19 21,36 14,99 26,62 13,92
2 4,55 8,17 4,56 9,13 18,04 17,41 22,14 17,68*
3 5,52 9,59 4,63 7,50 18,20 14,54 22,61 12,76
4 5,31 8,97 5,76 7,72 22,56 15,34 24,15 15,5
5 3,98 8,85 9,26* 11,79 7,81 16,95 25,68 16,02
6 5,19 8,62 2,89* 9,46 13,32 16,92 19,86 14,99
7 5,37 7,98 5,60 7,35 11,91 15,5 24,32 14,76
8 4.0 7,63 t t 13,63 13,44 14,98* 14,48
9 5,22 9,15 T t t t T +
10 4.45 10,13 t t + + + +
X+SD 4,85+0,57 8,83+0,76 5,26+0,61 8,73+1,57 15,85+5,03 15,63+1,36 23,63+2,28 14,63+1,07
* = Pontos excluidos; t= animais falecidos.
Q1 4.47 8,28 4,63 7,61 12,96 14,88 22,37 14,20
Q3 5,29 9,19 5,76 9,29 18,99 16,93 25,00 15,24
DJ 0,81 0,91 1,13 1,68 6,02 2,05 2,62 1,04
3/2DJ 1,22 1,37 1,69 2,53 9,03 3,07 3,94 1,57
Q1-3/2DJ 3,26 6,91 2,94 5,08 3,93 11,80 18,44 12,63
Q3+3/2DJ 6,51 10,56 7,45 11,82 28,02 20,00 28,94 16,81
Min. 3,98 7,63 4,56 7,35 7,81 13,44 19,86 12,76
Max. 5,37 10,13 5,76 11,79 22,56 17,41 26,62 16,02
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Apéndice 10: Valores de TEAC (mmol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 10 dias de infeccéo.

Controle Negativo Controle Positivo N-acetilcisteina Agaricus sylvaticus
Animal
TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C) TEAC (P) TEAC (C)

1 4,74 5,08 12,6 9,82 19,85 10,49 26,35 12,83

2 2,26 52 21,08 11,63 15,39 11,92 30,87 11,59

3 5,49 2,2 13,8 8,05 18,71 13,06 20,07 16,02

4 2,48 5,64 8,18 10,95 13,81 9,39 35,72 14,94

5 1,96 8,35 16,47 12,95 20,45 9,74 27,38 12,63

6 0,49 7.7 8,27 11,58 23,52 13,5 T +

7 4,49 3,63 14,73 12,31 + + + +

8 6,21 8,55 L T T + T +

9 4,42 7,68 L L T + + +

10 5,46 4,37 L T T + T +

X+SD 3,8+1,87 5,84+2,15 13,59+4,55 11,04+1,65 18,62+3,53 11,35+1,73 28,0815,78 13,06+1,82

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.
Q1 2,315 4,547 10,435 10,385 16,22 9,927 26,35 12,63
Q3 5,28 7,695 15,601 11,97 20,3 12,775 30,87 14,94
DJ 2,965 3,147 5,166 1,585 4,08 2,847 4,52 2,31
3/2DJ 4,447 4,7212 7,750 2,377 6,12 4,271 6,78 3,465
Q1-3/2DJ -2,132 -0,174 2,685 8,007 10,1 5,656 19,57 9,165
Q3+3/2DJ 9,727 12,416 23,351 14,347 26,42 17,046 37,65 18,405
Min. 0,49 2,2 8,18 8,05 13,81 9,39 20,07 11,59
Max. 6,21 8,55 21,08 12,95 23,52 13,5 35,72 16,02



Apéndice 11: Valores de MDA (nmol/mL) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 1 dia de infeccéo.

185

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C)
1 1241,34 1206,86 986,600 3100,17 12825,89 4015,83 1973,21 2020,99
2 1173,92 2717,23 627,84 3119,79 6457,79 4022,37 3677,73 2282,61
3 1167,75 2216,42 1345,37 4892,25* 10045,45 3937,34 1345,37 2321,86
4 1372,85 3094,78 3497,97 3714,97 3318,58 3401,03 42155 2204,13
5 1551,06 1173,88 2152,60 3100,17 7534,09 3773,83 6277,6 1935,97
6 1176,67 911,19 1614,45 2694,66 7803,16 4048,53 16772,32* 2119,10
7 1239,07 3652,98 986,61 2524,61 6009,33 1425,82 1076,29 2138,72
8 864,51 856,29 1973,21 791,39* 3587,66 3028,22 2421,67 2367,64
9 1337,12 1789,55 2959,82 1033,39* 25562,10* 2164,89 2421,67 2459,21
10 1684,79 952,24 4484,58 2799,31 16054,79 784,85 14978,49* 856,80*

X£SD 1282,5+132,6 1857,1+1013,0 2062,9+1239,9 3007,7+388,3 8181,9+4183,8 3060,3+1195,4 2926,1+1723,7 2205,6+169,1

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.

Q1

Q3

DJ

3/2DJ
Q1-3/2DJ
Q3+3/2DJ

Min.
Max.

1175,98
1346,05
170,07
255,10
920,88
1601,16

1167,75
1551,06

1007,65
2592,02
1584,37
2376,56
-1368,91
4968,59

856,29
3652,98

1076,30
2758,02
1681,72
2522,58
-1446,28
5280,59

627,84
4484,58

388,30675
2746,985
3109,98
362,995
544,4925
2202,4925

2524,61
3119,79

6009,33
10045,45
4036,12
6054,18
-44.,85
16099,63

3318,58
12825,89

2380,72
3996,21
1615,49
2423,23
-42,51
6419,44

784,85
4048,53

1816,25
3812,17
1995,92
2993,88
-1177,63
6806,06

1076,29
6277,60

2119,10
2321,86
202,75
304,13
1814,97
2625,99

1935,97
2459,21



Apéndice 12: Valores de MDA (nmol/mL) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 3 dias de infec¢éo.

186

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C)
1 2173,44 1055,31 1165,99 2328,40 6994,16* 1314,62* 2959,07 3643,03
2 1060,78 2364,18 1614,44 2773,15 1434,7 3956,97 1345,03 3152,49
3 623,86 2306,72 1883,52 3329,08 3138,41 3662,65 986,35 3492,59
4 802,27 2503,73 1255,68 2642,34 3048,74 1805,16* 1793,37 2818,93
5 1640,21 1518,66 538,15 2786,23 1703,71 422512 1345,03 3211,36
6 1738,26 2766,42 1165,99 2387,26 6187,15* 3453,35 717,4 3250,60
7 2240,54 968,66 1973,21 2609,64 1614,04 5493,97 1793,37 3329,08
8 1551,06 1329,57 2331,98 1563,16* 2062,38 3440,27 1076,02 2812,39
9 1149,93 1272,39 2242,29 2106,02 3676,42 3270,22 2779,73 2191,05
10 1996,77 886,57 1524,757 2760,07 2510,72 3047,85 2152,05 2020,99*
X+SD  1497,7+567,4  1697,2+711,6 1569,6+556,5  2635,8+349,1 2398,64824,3 3818,8+773,4 1694,7+751,9 3100,2+436,9

* = Pontos excluidos; t= animais falecidos.

Q1
Q3

DJ

3/2DJ
Q1-3/2DJ
Q3+3/2DJ

Min.
Max.

1083,07
1932,14
849,07
1273,61
-190,54
3205,75

623,86
2240,54

1109,58
2349,81
1240,23
1860,35
-750,76
4210,16

886,57
2766,42

1188,41
1950,79
762,37
1143,56
44,85
3094,35

538,15
2242,29

2387,26
2773,15
385,89
578,83
1808,43
3351,98

2106,02
3329,08

1681,29
3071,16
1389,86
2084,80
-403,50
5155,95

1434,7
3676,42

3397,7575
4024,0075
626,25
939,375
2458,3825
4963,3825

3047,85
5493,97

1143,27
2062,38
919,11
1378,66
-235,39
3441,04

717,4
2959,07

2818,93
3329,08
510,15
765,23
2053,70
4094,32

2191,05
3643,03



Apéndice 13: Valores de MDA (nmol/mL) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 5 dias de infec¢éo.
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Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Anime! MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA ( C) MDA (P) MDA (C)
1 1515,41 2803,02 7532,18 2177,97 6456,15 2923,58 7621,85 2485,37
2 909,24 1699,25 5918,14 3152,49* 6814,83 2223,75 5918,14 2570,39
3 1025,13 2413,43 3945,43 1451,98 3945,43 2106,02 7263,17 142525
4 1488,66 1674,63 71735 2746,98 5469,79 1484,68 7352,84 1026,92
5 1167,75 2035,82 4752,45 2230,29 3407,41 2406,88 896,69 1131,49
6 1613,46 2257,46 4662,78 2433,04 3317,74 2603,09 2779,73 1331,12
7 2130,48 1658,21 8070,19 2034,08 8249,53 2079,86 5828,47 1576,24
8 1310,38 1896,27 5021,45 2276,07 4483,44 3021,68 5200,79 1517,38
9 722,05 2712,72 9684,23 967,98* 6545,82 2387,26 1255,36 2066,78
10 1256,92 1971,35 t t 744251 2688,12 1793,38 1347,33

X+SD  1313,93401,3 2112,2+420,3 6306,7+1912,7 2192,9+397,4  5613,2+1749,1 23925#452,4  4591,0+2656,2 1647,8+541,9

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.

Q1

Q3

DJ

3/2DJ
Q1-3/2DJ
Q3+3/2DJ

Min.
Max.

1060,78
1508,72
447,94
671,91
388,88
2180,63

722,05
2130,48

1748,50
2374,44
625,93
938,90
809,60
3313,34

1659,21
2803,02

4752,45
7532,18
2779,73
4169,59
582,85
11701,77

3945,43
9684,23

2106,025
2354,555
248,53
372,795
1733,23
2727,35

1451,98
2746,98

4079,93
6747,58
2667,64
4001,47
78,46
10749,04

3317,74
8249,53

2135,458
2666,86
531,41
797,12
1338,34
3463,98

1484,68
3021,68

2039,97

6926,91

4886,94

7330,42

-5290,45
14257,33

896,69
7621,85

1335,17
1944,15
608,97
913,46
421,71
2857,61

1026,92
2570,39



Apéndice 14: Valores de MDA (nmol/mL) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 7 dias de infeccéo.

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C)
1 1060,79 2429,85 2779,73 2020,99 5738,8 2433,04 4483,44 1314,63
2 1328,21 2241,04 1451,43 3132,87 6276,81 3211,36 5559,46 2550,77
3 2164,19 1822,39 2331,39 155,45 14888,8* 2707,74 1972,71 3178,65
4 1702,61 1674,63 6545,82 1962,13 4842,11 3034,76 3676,42 2988,98
5 1149,93 1674,63 8877,21 3257,14 3855,76 3701,89 5111,12 3412,26
6 1337,12 3767,79* 2600,39 2884,33 4752,45 1268,84* 4214,43 1870,57
7 1952,21 1937,31 4483,44 1406,19 4483,44 2753,52 4573,11 3026,80
8 1408,44 2454.,48 + T 3497,08 2642,34 3407,41 3250,60
9 1114,27 2462,69 T T T + + +
10 811,19 2643,28 t T T T L +

X£SD 1402,9+421,0 2148,9+375,0 4152,8+2679,1 2117,0+1103,5 4778,1¥979,1 2926,4+427,4 4124,7+¥1115,8 2699,2+742,5

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.

Q1

Q3

DJ

3/2DJ
Q1-3/2DJ
Q3+3/2DJ

Min.
Max.

1123,18
1629,07
505,88
758,82
364,36
2387,89

811,19
2164,19

1822,39
2454,48
632,09
948,13
874,25
3402,61

1674,63
2643,28

2465,89
5514,63
3048,74
4573,11
-2107,22
10087,74

1451,43
8877,21

1684,16
3008,60
1324,44
1986,66
-302,49
4995,26

155,45
3257,14

4169,60
5290,45
1120,85
1681,28
2488,32
6971,74

3497,08
6276,81

2675,04
3123,06
448,02
672,03
2003,01
3795,09

2433,04
3701,89

3609,17
4707,61
1098,44
1647,67
1961,50
6355,28

1972,71
5559,46

2380,72
3196,64
815,92
1223,88
1156,84
4420,52

1314,63
3412,26
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Apéndice 15: Valores de MDA (nmol/mL) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 10 dias de infec¢ao.
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Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Anime! MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C) MDA (P) MDA (C)
1 1089,14 1559,70 5111,12 1864,03 448344 2348,02 2779,73 1497,76
2 854,33 2561,19 5290,46 2289,15 6545,82 2243,37 3676,42 1478,14
3 1453,01 3316,42 3945,42 2007,91 4124,76 2668,50 3048,74 1419,28
4 1602,94 1206,72 4393,77 1543,54 6725,16 1949,05 5380,13 3499,14
5 198,06* 1732,09 6635,49 3211,36 8070,19 4022,37 8879,40* 3597,24
6 1488,66 1206,72 8431,0* 2962,82 8787,54 3093,63 + t
7 1221,24 1017,91 4931,78 3270,22 t t t +
8 1426,27 1387,31 + + + t t +
9 1194,49 2947,09 t t t t t +
10 1301,47 2364,18 t t t t t +

X+SD  1292,4+230,9 1929,9+809,1  5051,3+920,9 2449,9+6954  6456,1+1868,0 2720,8+748,1  3721,2+1168,0 2298,3+1141,9

* = Pontos excluidos; T= animais falecidos.

Q1

Q3

DJ

3/2DJ
Q1-3/2DJ
Q3+3/2DJ

Min.
Max.

1194,49
1453,01
258,52
387,78
806,71
1840,79

854,33
1602,94

1251,86
2511,94
1260,07
1890,11
-638,24
4402,05

1017,91
3316,42

4528,27
5245,62
717,352
1076,03
3452,24
6321,65

3945,42
6635,49

1935,97
3087,09
1151,12
1726,68
209,29
4813,77

1543,54
3270,22

4999,03
7733,93
2734,89
4102,35
896,69
11836,28

4124,76
8787,54

2269,53
2987,35
717,81
1076,72
1192,81
4064,07

1949,05
4022,37

2981,49
4102,35
1120,86
1681,29
1300,20
5783,64

2779,73
5380,13

1478,14
3499,14
2020,99
3031,49
-1553,35
6530,63

1419,28
3597,24



Apéndice 16: Valores de NO (umol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 1 dia de infeccé&o.
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Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C)
1 1064,63 559,43 2103,78 645,4 245,40 1121,08 1548,11 1423,78
2 683,83 918,47 7575,67* 915,67 968,1 796,75 1926,48 1531,89
3 1263,28 527,11 4478,67 2369,73* 1174,59 1667,03 1531,89 1488,64
4 898,03 869,19 1794,05 1088,65 555,13 1169,73 1412,97 1099,45
5 874,23 425,67 3549,18 2948,11* 1174,59 1488,64 636,12 1207,56
6 862,33 728,39 2723,24 494,05 1277,83 2261,62 807,57 1099,45
7 1076,53 1246,45 3239,45 526,48 1690,81 1180,54 1775,13 1315,67
8 1052,73 425,67 22070,02* 688,65 5820,54 2223,78 1294,05 1321,08
9 794,05 650,95 2103,78 1299,46 5510,81 1207,56 488,65 1185,94
10 SD SD 245,4 553,51 6749,72 1310,27 9427 1218,37
X£SD 952,2+176,4 705,7+268,8 2529,7+1281,8 776,5+294,5 2516,7+2472,6  1442,7+479,6 1236,4+491,6 1289,2+153,8

* = Pontos excluidos; t= animais falecidos; SD=Sem dosagem.
Q1 862,33 527,11 2026,35 546,75 1019,72 1172,43 841,35 1191,34
Q3 1064,63 869,19 3316,88 958,91 4555,81 1622,43 1544,05 1398,10
DJ 202,3 342,08 1290,53 412,16 3536,09 450 702,70 206,76
3/2DJ 303,45 513,12 1935,80 618,24 5304,13 675 1054,05 310,14
Q1-3/2DJ 558,88 13,99 90,54 -71,49 -4284,41 497,43 -212,70 881,20
Q3+3/2DJ 1368,08 1382,31 5252,68 1577,16 9859,94 2297,43 2598,11 1708,24
Min. 683,83 425,67 245,4 494,05 245,40 796,75 488,65 1099,45
Max. 1263,28 1246,45 4478,67 1299,46 6749,72 2261,62 1926,48 1531,89
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Apéndice 17: Valores de NO (umol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 3 dias de infeccao.

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C)
1 767,95 798,79 3032,97 629,19 8504,86* 1148,11 1640 1180,54
2 493,43 826,95 658,37 531,89 348,64 1596,75 406,66 1121,08
3 525,13 566,47 658,37 650,81 4788,1 1342,7 661,62 1126,48
4 1122,23* 684,53 1381,08 1445 4* 3858,91 964,32 548,11 1012,97
5 564,83 848,06 245,4 607,56 4375,13 1153,51 1612,97 1099,45
6 588,63 503,11 1174,59 429,13* 4478,37 942,7 883,24 1121,08
7 862,63 615,75 3652,43 607,56 3136,21 1748,11 1083,24 1440,00*
8 576,73 348,23 555,13 1299,46* 2413,51 1250,81 1250,81 1061,62
9 645,67 460,86 3239,45 575,13 11395,67* 1585,94 402,16 1034,59
10 SD SD 4478,37 553,51 245,4 3634,59* 910,27 2483,24*
X£SD 628,1+126,4 628,1+175,4 1907,6+1535,5  593,7+42,2 2955,5+1811,7  1303,7+287,1 939,9+455,7  1094,7455,0
* = Pontos excluidos; t= animais falecidos; SD=Sem dosagem.
Q1 554,90 503,11 658,37 564,32 1897,29 1148,11 576,49 1054,8625
Q3 676,24 798,79 3187,83 618,375 4400,94 1585,94 1208,92 1122,43
DJ 121,33 295,68 2529,46 54,055 2503,65 437,83 632,43 67,5675
3/2DJ 182,00 443,52 3794,19 81,0825 3755,47 656,74 948,64 101,35125
Q1-3/2DJ 372,90 59,59 -3135,82 483,2375 -1858,18 491,36 -372,16 953,51125
Q3+3/2DJ 858,24 1242,31 6982,02 699,4575 8156,41 2242,68 2157,56 1223,7813
Min. 493,43 348,23 245,4 531,89 245,4 942,7 402,16 1012,97
Max. 862,63 848,06 4478,37 650,81 4788,1 1748,11 1640,0 1180,54
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Apéndice 18: Valores de NO (umol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 5 dias de infeccao.

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C)
1 433,93 1052,24 8195,13 618,38 11498,91 1688,64 590 1234,59*
2 898,03 277,83 245,4 521,08 13047,56 1710,27 373,33 1056,21
3 564,83 1070,03 5717,29 596,75 6956,21 1461,62 740 1029,19
4 1350,23 1073,35 8711,35 521,08 12944,32 1558,92 1228,88 964,32
5 850,43 770,64 4168,64 726,48 2826,48 1137,30 2395,55* 741,08*
6 874,05 953,68 864,86 1261,62 5717,29 1385,94 501,11 841,62
7 1374,03 305,99 2103,78 1883,24 22649,18* 1645,5 701,11 937,3
8 862,15 439,75 3032,97 5427 11189,18 1072,43 1295,55 1029,19
9 303,03 1094,47 9434,05 1083,24 11705,4 1845,4 573,33 1207,56*
10 SD SD SD SD 4271,89 1510,27 306,66 964,32
X+SD 834,5+367,3  782,0+374,5 4719,343465,9 861,6+465,6 8906,4+3962,9 1501,6+247,8 701,1+£382,3  977,4+67,0
* = Pontos excluidos; t= animais falecidos; SD=Sem dosagem.
Q1 564,83 439,75 2103,78 5427 5717,29 1404,86 501,11 950,81
Qs 898,03 1070,03 8195,13 1083,24 11705,4 1677,85 740 1029,19
DJ 333,2 630,28 6091,35 540,54 5988,11 272,99 238,89 78,38
3/2DJ 499,8 945,42 9137,02 810,81 8982,16 409,49 358,33 117,57
Q1-3/2DJ 65,03 -505,67 -7033,24 -268,11 -3264,87 995,37 142,77 833,24
Q3+3/2DJ 1397,83 2015,45 17332,15 1894,05 20687,56 2087,35 1298,33 1146,76
Min. 303,03 277,83 245,4 521,08 2826,48 1072,43 306,66 841,62
Max. 1374,03 1094,47 9434,05 1261,62 13047,56 1845,4 1295,55 1056,21



Apéndice 19: Valores de NO (umol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 7 dias de infeccao.
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Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C)
1 683,65 728,39 5614,05 753,51 14080,0* 2331,89 784,44 832,59
2 845,83 510,15 1794,05 445,4 6543,24 1456,21 3540,0* 1223,78
3 719,55 883,27 658,37 440,00 24619,81* 1207,57 917,77 1202,16
4 557,81 517,01 2516,75 685,94 6543,24 1737,3 540,00 996,75
5 576,73 748,17 11164,76* 699,45 5820,54 1537,3 606,66 948,11
6 591,07 819,91 1794,05 510,27 8711,35 1218,38 651,11 818,37
7 600,84 327,11 1897,29 802,16 9227,56 1888,65 595,55 969,73
8 1052,73* 1101,51 t t 1794,05* 2553,51 440,00 1261,62
9 731,25 840,93 t t t t t t
10 SD SD t t + + t +
X+SD 663,3+99,4 719,6+233,8 2379,1+1694,8  619,5+150,9 7369,2+1501,5  1741,3+494,4 647,9+158,5 1031,6+175,7
* = Pontos excluidos; t=animais falecidos; SD=Sem dosagem.
Q1 587,48 517,01 1794,05 477,83 6543,24 1396,75 567,77 919,23
Q3 722,47 840,93 2361,88 726,48 8711,35 1999,46 717,77 1207,56
DJ 134,99 323,92 567,83 248,64 2168,11 602,71 150 288,33
3/2DJ 202,48 485,88 851,75 372,97 3252,16 904,06 225 432,50
Q1-3/2DJ 385,0 31,13 942,30 104,87 3291,07 492,69 342,77 486,73
Q3+3/2DJ 924,96 1326,81 3213,64 1099,45 11963,51 2903,52 942,77 1640,07
Min. 557,81 327,11 658,37 440,0 5820,54 1207,57 440 818,37
Max. 845,83 1101,51 2516,75 802,16 9227,56 2553,51 917,77 1261,62
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Apéndice 20: Valores de NO (umol/L) nos tecidos pulmonar (P) e cerebral (C) para cada animal em 10 dias de infeccéo.

Controle Negativo

Controle Positivo

N-acetilcisteina

Agaricus sylvaticus

Animal
NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C) NO (P) NO (C)
1 731,26 665,03 2826,48 483,24 3962,16 1304,86 406,66 1056,21
2 576,74 815,19 3239,45 791,35 18725,94 1391,35 734,44 877,83
3 1374,03 622,8 2000,54 429,19 4375,13 1564,32 440 867,03
4 826,65 672,07 4065,4 694,05 7678,91 1418,38 673,33 1126,48
5 1088,37 862,15 5407,56 488,64 22132,97 1856,22* 784,44 1661,62*
6 374,43 467,91 7369,18 1153,51 23165,4 1467,03 T +
7 993,23 425,66 6027,02 748,11 L + + +
8 1195,54 636,87 L + + + + +
9 993,23 900,88 L + + + + +
10 SD SD L + + + + +
X£SD 905,9+312,1 674,3+163,9 4419,4+1922,1  684,0+251,5 13340,1+8980,2  1429,2+95,8 607,8+173,3 981,9+129,7
* = Pontos excluidos; t= animais falecidos; SD=Sem dosagem.
Q1 731,26 622,8 3032,96 485,94 5201,07 1391,35 440,0 875,13
Q3 1088,37 815,19 5717,29 769,73 21281,21 1467,03 734,44 1073,78
DJ 357,11 192,39 2684,32 283,79 16080,14 75,68 294,44 198,65
3/2DJ 535,66 288,58 4026,49 425,68 24120,21 113,52 441,66 297,97
Q1-3/2DJ 195,59 334,21 -993,52 60,25 -18919,13 1277,83 -1,66 577,16
Q3+3/2DJ 1624,03 1103,77 9743,78 1195,41 45401,42 1580,55 1176,1 1371,75
Min. 576,74 425,66 2000,54 429,19 3962,16 1304,86 406,66 867,03
Max. 1374,03 900,88 7369,18 1153,51 23165,4 1467,03 784,44 1126,48
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10- ANEXOS

ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS DE
EXPERIMENTACAO

e

comité de ética em pesquisa 5
P <5t/ Ny

ENA( epae com animais de experimentagao

PARECER MEDO014/2008

Projeto : ALTERAGOES OXIDATIVAS , DO OXIDO NITRICO E EXPRESSAO DE CITOCINAS E GM-
CSF, INDUZIDAS PELO PLASMODIUM BERGHEI EM CAMUNDONGOS.

Coordenador : Sandro Percario (NMT/UFPa)

Vigéncia: 06-03-2008 a 06-03-2011

O Projeto de Pesquisa intitulado “ALTERACOES OXIDATIVAS , DO OXIDO NiTRICO
E EXPRESSAO DE CITOCINAS E GM-CSF, INDUZIDAS PELO PLASMODIUM BERGHEI EM
CAMUNDONGOS” foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da Universidade Federal do Pard (CEPAE) e os procedimentos
experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
manipulacdo e uso de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das suas atribuicbes, resolve APROVAR a utilizacdo de
animais de experimentacdo nas atividades do projeto em questdo, no periodo de
vigéncia estabelecido. As atividades experimentais fora deste periodo devem
receber nova autorizacdo deste comité. Ao CEPAE é facultado o direito de verificar
in loco a correta aplicacéo do protocolo aprovado.

Prof. Dr. Antbnio Pereira
Presidente do CEPAE/UFPA
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ANEXO B - COMPOSICAO E CONCENTRACAO DE SUBSTANCIAS PRESENTES

NO COGUMELO Agaricus sylvaticus.

Substancia Concentracdo
Proteinas 39.4mg/100g
Gorduras 3.09/100g
Carboidratos 45.69/100g
Saodio 4.2mg/100g
Ferro 21.2mg/100g
Célcio 35.7mg/100g
Potassio 3.159/100g
Magnésio 100mg/100g
Cobre 8.24mg/100g
Zinco 6.61mg/100g
Manganés 0.65mg/100g
Selénio 36ug/100g
Tiamina (B1) 1.21mg/100g
Riboflavina (B2) 3.41mg/100g
Vitamina B6 0.83mg/100g
Vitamina B12 0.17ug/100g
Vitamina C 56mg/100g
Calciferol 5.8ug/100g
Acido félico 0.36mg/100g
Acido pantoténico 39.4mg/100g
Inositol 201mg/100g
Niacina 39.9mg/100g
Arginina 1.71g/100g
Lisina 1.55g/100g
Histidina 0.629/100g
Fenilalanina 1.11g/100g
Tirosina 0.83g/100g
Leucina 1.72g/100g
Isoleucina 1.10g/100g
Metionina 0.399/100g
Valina 1.289/100g
Alanina 1.75g/100g
Glicina 1.25g/100g
Prolina 1.269/100g
Acido Glutamico 5.73g/100g
Serina 1.209/100g
Treonina 1.21g/100g
Acido aspartico 2.359/100g
Triptofano 0.439/100g
Cistina 0.369/100g
Acucar Livre 282mgl/g
Fendis 0.10mg/g
Beta D Glucana 126.98mg/g
Isoflavona (Genisteina) 0,875mg/g

Fonte: Laudo de analise fornecido pela empresa Cogumelo do Sol

Agaricus do Brasil Com. Imp. & Exp. LTDA.



