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RESUMO

As alteragdes no ciclo redox eritrocitario tem sido associadas a fisiopatogenia da
malaria grave em modelos experimentais e em humanos. Entretanto, poucos
estudos avaliaram mudangas no equilibrio redox em pacientes com malaria por
Plasmodium vivax sem gravidade, que representam a maioria dos casos da doencga.
Nao foram caracterizadas as variagdes do dano oxidativo e a respectiva resposta
antioxidante do hospedeiro humano durante a evolugdo da doenga, quer seja, antes,
durante e apds a quimioterapia, assim como, nao foram identificadas em cada fase,
0s responsaveis pela geragdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, quer
sejam, a degradagao do heme, o uso de antimalaricos ou a explosao respiratoria de
macréfagos. Este estudo objetivou estimar marcadores de dano oxidativo e as
defesas antioxidantes assim como, os niveis de primaquina e carboxiprimaquina na
malaria por P. vivax. Para tanto, foram incluidos 38 pacientes de ambos 0s sexos,
com diagndstico positivo para malaria por P. vivax acompanhados durante 28 dias,
nos quais foram realizadas coletas seriais de amostras de sangue antes do
tratamento (DO) e apds 2(D2), sete (D7) e quatorze dias (D14). O dano oxidativo e a
defesa antioxidante foram avaliados pela medida espectrofotométrica da
metemoglobina e dos compostos reativos ao acido tiobarbiturico e da capacidade
antioxidante total e glutationa reduzida, respectivamente. O grupo controle foi
composto de 19 voluntarios saudaveis pareados em proporgao por sexo e idade. A
primaquina e seu metabdlito foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Os resultados indicaram maior incidéncia da doenga em individuos do
sexo masculino em idade produtiva. Os parametros hematoldégicos mantiveram-se
constantes no decorrer do estudo, apesar de monocitose e discreta plaquetopenia. A
avaliagcao bioquimica mostrou reducgao significativa da fragdo HDL do colesterol. Os
niveis de metemoglobina foram associados ao uso de antimalaricos, pois foram
semelhantes ao grupo controle, e aumentaram no decorrer do tratamento. Os
compostos reativos ao acido tiobarbiturico foram associados a presenca de
parasitas, pois foram maiores em comparagao ao grupo controle, e nao variaram de
forma significativa apos administragdo dos farmacos. A capacidade antioxidante total
e o indice de estresse oxidativo foram semelhantes durante o estudo, assim como,
com o grupo controle. Os teores de glutationa reduzida diminuiram signifcativamente
no decorrer do experimento em relagdo ao grupo controle e ndo houve correlagao
com a parasitemia. A primaquina nao se acumulou significativamente no organismo
humano no decorrer do estudo e suas concentragdes e da carboxiprimaquina nao se
associaram a metemoglobinemia e aos niveis de compostos reativos ao acido
tiobarbiturico.

Palavras-chave: malaria; Plasmodium vivax; estresse oxidativo; primaquina;



ABSTRACT

The changes in redox cycle has been associated with the physiopathology of severity
of malaria in experimental models and in humans. However, a few studies evaluated
the changes in redox equilibrium of patients with no severe malaria by P.vivax, which
comprise the majority of the cases of disease. The variations of oxidative damage
and the respective antioxidant response of human host were not compared before,
during and after chemotherapy. Also, the mechanisms responsible by the generation
of free radical in each phase that is, the heme degradation, respiratory burst of
macrophages or antimalarials uses, were not determined. The objective of this study
was to estimate the levels of biomarkers of oxidative damage and the respective
antioxidant response, as well as primaquine and carboxyprimaquine whole blood
levels in malaria by P. vivax. Therefore, were enrolled 38 patients with slide
confirmed infection by P. vivax followed by 28 days. Serial blood samples were
collected on pre-doses samples (D0) and on D2, D7 and D14. The oxidative damage
and the antioxidant defense were estimated by the spectrophotometric measures of
thiobarbituric acid reatives substances and methemoglobinemia, and by total
antioxidant capacity and reduced glutathione, respectively. The control group
consisted of 19 healthy volunteers matched for age and gender ratio. Primaquine and
its major metabolite were determined by high performance liquid chromatography.
The results revealed that the disease occurred in male patients of working age.
Haematological parameters remained constant during the study. Biochemical
evaluation showed a significant decrease in HDL-cholesterol levels during the study.
Methemoglobinemia was associated with antimalarials uses, because the levels were
similar to control group and increased significantly during the treatment. The levels of
thiobarbituric acid reatives substances were associated with plasmodium and
probably respiratory burst of macrophages, because they were higher than control
group on DO, and no significant changes were observed after antimalarials usage.
Total antioxidant capacity and oxidative stress levels were similar during the study as
well as in the control group. The levels of reduced glutathione decreased significantly
during the study and doesn’t be associated with both parasitaemia. Primaquine does
not show a significant accumulation, and the concentrations of parent drug and its
carboxyl metabolite were not associated with methemoglobinemia and thiobarbituric
acid reatives substances levels.

Key-words: malaria, Plasmodium vivax, oxidative stress, primaquine.
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1 INTRODUGAO

A malaria € uma doenga infecciosa, aguda e febril, causada por protozoarios do
género Plasmodium, transmitidos ao homem pelas fémeas do mosquito do género
Anopheles, que inoculam formas infectantes durante o repasto sanguineo (BRASIL,
2010). Constitui um dos mais sérios problemas de saude publica do mundo e a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que mais de 40% (3,4 bilhdes de
pessoas) da populagdo mundial residente em 104 paises esta sob risco de contrair a
doenca, sobretudo aqueles situados nas regides tropicais e subtropicais, como:
Africa, Asia e América Latina. Em 2012, foram notificados 207 milhdes de casos da
doenca, sendo estimados 627.000 &bitos, dos quais, 91% ocorreram na Africa.
Naquele ano, foram estimados 469.000 casos no continente Americano, dos quais
0,1% evoluindo a obito, principalmente criangcas abaixo de 5 anos de idade e
primoinfectados (WHO, 2013).

As espécies de plasmdédio causadoras da malaria em humanos sao:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale e Plasmodium knowlesi. O P. vivax e P. falciparum apresentam maior
prevaléncia mundial, sendo a ultima, mais letal e predominante na Africa. O P.
malariae se difunde pela Africa subsaariana, na maior parte do sudeste da Asia,
Indonésia e nas ilhas do Pacifico Ocidental. Tem sido relatado em areas da bacia
amazobnica. O P. ovale é restrito ao continente africano, no entanto foram relatadas
infecgbes no Oriente Médio, Papua Nova Guiné e sudeste da Asia e o P. knowlesi,
no Sul e Sudeste da Asia (WHO, 2013).

As medidas de controle propostas pela OMS para erradicacdo da malaria,
como o uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas de poder residual
prolongado e os derivados da artemisinina, contribuiram significativamente para
reducao da incidéncia global de P. falciparum, contudo, sem efeito significativo sobre
o P. vivax, que predomina em varias areas endémicas (WHO, 2013). Atualmente,
esta espécie €& responsavel por cerca de 65% dos casos da doenca fora do
continente africano (Africa Sub saareana), como no sudeste da Asia, india e nas
Américas Central e do Sul (WHO,2013).

O tratamento da malaria por P. vivax objetiva a cura radical da infecgao, isto
€, a interrupcdo da esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e

manifestacdes clinicas da doenca e a erradicagcao das formas latentes do parasito
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nos hepatécitos (hipnozoitos), responsaveis pela recaida tardia da infeccao
(BRASIL, 2009). Para tanto, o Ministério da Saude (MS) recomenda a associagao
cloroquina (CQ) e primaquina (PQ), com dosagens adequadas a idade e peso do
paciente (FREITAS et al., 2007). Sao propostos dois esquemas de tratamento em
funcdo da dose de PQ: o longo de 14 dias (0,25mg/Kg por dia) e o curto de sete dias
(0,50mg/Kg por dia; BRASIL, 2010).

O P. vivax é responsavel por 80% dos casos de malaria na Amazodnia legal. E
considerado menos letal que P. falciparum, pois geralmente ndo alcanga elevada
densidade parasitaria, assim como, nao sofre sequestro nos capilares e vénulas
(PUKRITTAYAKAMEE et al., 2000), ocasionando formas clinicas menos graves,
entretando pela elevada morbidade acarreta perdas socioeconémicas significativas
em nossa regido. Estudos recentes reportam o agravamento de alguns casos de
malaria por P. vivax como: ictericia, comprometimento cerebral, anemia grave,
hemoglobinuria, sindrome da angustia respiratéria aguda e outras complicagdes
pulmonares, insuficiéncia renal, hemdlise, choque e coma (GARCIA, 2010;
LACERDA et al., 2012).

Nao foram esclarecidos os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pelo
agravamento do quadro clinico, entretanto alguns autores sugeriram a participagéo
das espécies reativas de oxigénio e do nitrogénio (ERON’s; PABON et al., 2003;
HUBER et al., 2002; DONDORRP et al., 2003; OMODEO-SALE et al., 2003; BECKER
et al, 2004; YAZAR et al, 2004; WILMANSKI et al, 2005 KUMAR e
BANDYOPADHYAY, 2005; JARAMILLO et al., 2005; DEY et al., 2009). De fato,
foram relatadas alteragdes no ciclox redox de eritrocitos infectados, resultantes do
aumento da geragao de radicais livres no metabolismo do plasmddio, da explosao
respiratoria dos macrofagos com o intuito de debelar a infeccdo e do uso de
antimalaricos (POTTER et al, 2005; KELLER et al., 2004), levando a resposta
antioxidante do parasita e do hospedeiro humano no decorrer da infecgao para
contrapor a agcao das ERON's (SOHAIL et al., 2007). Por fim, alteracdes genéticas
das enzimas envolvidas no ciclo redox eritrocitario e a sindrome de isquemia e
reperfusdo nos casos graves da doenca, contribuem para as alteragdes redox na
fase aguda da infecgado (BECKER et al., 2004; VASCONCELOS et al.,2007).

Estudos destinados a avaliar as alteragbes no equilibrio oxidativo eritrocitario
na fase aguda da doenca se detiveram nos modelos experimentais e em pacientes

com P. falciparum, de forma que, ha poucos relatos acerca da malaria por P. vivax
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sem sinais e sintomas sugestivos de gravidade, os quais prevalecem em areas
endémicas (PERCARIO et al., 2012). Considerando-se a elevada incidéncia de
malaria por P. vivax na regido amazobnica, a repercussao socioeconbémica e a
possibilidade de agravamento de alguns casos, tornou-se necessaria a
compreensao da interacdo parasito-hospedeiro e a repercussao no ciclo redox
eritrocitario, nos levaram a realizagdo desta pesquisa, que objetivou determinar
indices de estresse oxidativo (EO), antes, no decorrer e apdés o tratamento da
malaria por P. vivax, fornecendo informagdes para entendimento de mecanismos
responsaveis pelas alteracbes redox na Infecgdo, como por exemplo: O dano
oxidativo aumenta em pacientes com malaria por P. vivax? A defesa antioxidante do
hospedeiro compensa de forma adequada o aumento da geracdo de ERON's? As
concentragdes de PQ se associam ao dano oxidativo eritrocitario, uma vez que, seu
mecanismo de agao € devido a metabdlitos oxidados?

Para tanto, foi realizado estudo prospectivo de casos nao graves de malaria
por P. vivax, os quais foram acompanhados por 28 dias de acordo com
recomendagdes da OMS, e avaliados em trés momentos distintos, antes, durante e
apdés tratamento, os compostos reativos ao acido tiobarbiturico e a
metamoglobinemia, como marcadores de lipoperoxidagdo e estado oxidativo
eritrocitario, respectivamente, assim como, a capacidade antioxidante total nao
enzimatica e o consumo de glutationa reduzida, como marcadores da defesa
antioxidante do hospedeiro. Um grupo controle pareado por sexo e idade foi
constituido para comparacao dos diferentes marcadores. Por fim, as concentracoes
de PQ e carboxiprimaquina (CPQ) também foram estimadas e associadas aos

referidos compostos.
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2 OBJETIVOS

21 Geral

Determinar marcadores de estresse oxidativo associando-os as
concentragdes sanguineas de primaquina e carboxiprimaquina em pacientes com

malaria por Plasmodium vivax, antes, durante e apds tratamento.

2.2 Especificos

o Descrever o perfil epidemioldgico dos pacientes incluidos no estudo;

o Estimar parametros hematolégicos e bioquimicos no decorrer do estudo;

o Determinar as concentragcdes plasmaticas de primaquina e carboxiprimaquina;
o Quantificar as substancias reativas ao acido tiobarbiturico e a metemoglobina

para estimar o dano oxidativo;

o Quantificar a capacidade antioxidante n&do enzimatica total e os niveis de
glutationa reduzida para estimar as defesas antioxidantes;

o Comparar os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
metemoglobina, glutationa reduzida e a capacidade antioxidante total entre os
diferentes dias de estudo e com o grupo controle;

o Correlacionar as concentracdes de primaquina e carboxiprimaquina com os

niveis de metemoglobina e das substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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3 REFERECIAL TEORICO

3.1 Malaria

A malaria é uma das principais endemias mundiais, pois cerca de 40% da
populagdo mundial vive sob risco de contrair a protozoose. Em 2012, foram
estimados 207 milhdes de casos no mundo, principalmente no continente africano
(80%), seguido pela Asia (13%), Mediterraneo Oriental e América Latina. Foram
registrados cerca de 627 mil ébitos, dos quais, 90% na Africa, 7% no sudeste
asiatico e 3% no Mediterraneo Oriental. Destes, cerca de 482 mil (72%) foram em
menores de cinco anos (WHO, 2013).

Nas Américas, a malaria é endémica em 21 Paises, nos quais se estima
aproximadamente 120 milhdes de pessoas sob risco de contrair a doenca. Em 2012,
foram registrados 469.000 casos no continente americano. Destes, 52% no Brasil,
onde o P. vivax responsavel por cerca de 80% dos casos (WHO, 2013).

No Brasil, o MS (2014), reportou diminuigdo na média do niumero de casos
em 2013 (181.643 registros), destes 97,54% foram notificados na Amazénia Legal,
onde a maioria ocorre na area rural. O risco de contrair malaria, que € determinado
pelo Indice Parasitario Anual (IPA), ndo € homogéneo na regido, em razdo das
formas de ocupacdo do solo resultante da mobliidade populacional associada a
exploracdo econbmica dos recursos naturais (Figura 1) (BRASIL, 2010; TAUIL,
2011; BRASIL, 2014). O elevado numero de casos compromete a capacidade

produtiva do amazénida e o consequente desenvolvimento da regido.

PR
&

! Aripeeitorve

Figura 1. Distribuicdo de casos de malaria confirmados (por 1000 habitantes) no Brasil. Fonte:
WHO, 2013.
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3.1.1 Agente etioldgico

Os causadores da malaria séo protozoarios obrigatérios, pertencentes ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidiida, ordem Hemosporidiida, familia
Plasmodiidae e género Plasmodium. Cinco espécies podem infectar o homem: P.
falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi e Feletti,1890), P. malariae (Laveran,
1881), P. ovale (Stephens,1922) e P. knowlesi (Knowles e Gupta, 1932; GARCIA,
2010; BRAGA e FONTES, 2011; WHO, 2013).

O P. falciparum é responsavel pelos casos mais graves, enquanto o P. vivax
pelas recaidas tardias da doenca. Estas espécies sdo as mais prevalentes, a
primeira na Africa e o P. vivax nas demais areas endémicas (WHO, 2013). O P.
malariae € pouco frequente e ocorre na Africa subsaariana, no sudeste da Asia,
Indonésia, nas ilhas do Pacifico Ocidental e em areas da bacia amazobnica. O P.
knowlesi tem sido relatado no sul e sudeste da Asia e o P. ovale em algumas
regides da Africa Ocidental, ilhas do Pacifico Ocidental e sudeste da Asia (WHO,
2013).

3.1.2 Biologia do parasito

O ciclo sexuado do Plasmodium ocorre na fémea do mosquito Anopheles, e o
assexuado no homem. O P. vivax tem ciclo eritrocitario de 48 horas e produz a
malaria ter¢a benigna, assim denominada pela menor gravidade, quando comparada
a malaria ocasionada por P. falciparum (CORNEJO e ESCALANTE, 2006).

O ciclo pré-eritrocitico se inicia quando a fémea do mosquito Anopheles
durante o repasto sanguineo em um individuo, inocula os esporozoitos, que migram
para os hepatocitos iniciando o processo de desenvolvimento e multiplicagdo, se
diferenciando em criptozoitos, que crescem e iniciam a reproducdo assexuada
(esquizogonia tecidual) formando os esquizontes, que dao origem a milhares de
merozoitos. Nas infecgdes pelo P. vivax e P. ovale, o vetor inocula populacdes
geneticamente distintas de esporozoitos. Algumas se desenvolvem rapidamente,

enquanto outras ficam latentes nos hepatécitos, conhecidas como hipnozoitos,
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responsaveis pelas recaidas da doenca apds meses ou anos. (BRAGA e FONTES,
2011).

Ao final do ciclo tecidual, os merozoitos liberados invadirdo os eritrdcitos,
diferenciando-se em trofozoitos, que irdo se multiplicar por divisdo nuclear (esquizogonia
sanguinea) formando esquizontes que liberam os merozoitos na circulagao sanguinea, os
quais invadirao novos eritrocitos. Apds algumas geragdes, alguns merozoitos se
diferenciam para formas sexuadas (ALECRIM e ALECRIM, 2005).

O hospedeiro invertebrado apds ingerir sangue humano contendo as formas
sexuadas (gametdcitos) inicia entdo o ciclo vital (esporogbnico) em seu aparelho
digestivo. No estdbmago do anofelino, os microgametas fecundam os macrogametas,
gerando os zigotos, que se transformam em oocinetos (forma modvel) que migram até
a parede do intestino médio, formando os oocistos, que crescem, rompem e liberam
0s esporozoitos na hemolinfa, que se dirigem as glandulas salivares, e sao
transferidos para o sangue do hospedeiro humano durante o repasto sanguineo,
iniciando novo ciclo de vida do Plasmodium (Figura 2) (RICHIE e SAUL, 2002 ;
CDC,2014).
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Figura 2. Esquema adaptado do Ciclo Biolégico da Malaria Humana. FONTE: CDC, 2014.

O ciclo de vida do P. vivax subsiste a temperatura de até 15°C, abaixo da
qual, fica comprometido. Por outro lado, em locais quentes € encurtado, aumentando
assim a possibilidade de transmissao. O periodo de incubacéao varia de 12 a 17 dias,
entretanto, nos climas temperados e subtropicais, podera ser prolongado em
algumas cepas (ANDRADE, 2005; CDC, 2014).

3.1.3 Transmissao

Depende da presenca dos portadores de gametécitos (humanos) e dos
vetores. Estes sdo insetos da ordem Diptera, familia Culicidae e género Anopheles,
compreendendo cerca de 400 espécies. Poucas espécies tém importancia para
transmissao da malaria humana (BRASIL, 2009). No Brasil, cerca de cinco espécies
sé&o importantes: Anopheles (Nyssorhyunchus) darlingi, A. (N.) aquasalis, A.(N.)
albitarsis, A.(Kerteszia) cruzii e A.(K.) bellator (BRASIL, 2010).
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Também pode ser transmitida acidentalmente por transfusdo de sangue
infectado, pelo compartiihamento de seringas (em usuarios de drogas ilicitas) ou por
acidentes com agulhas e/ou lancetas contaminadas. Ha possibilidade de
transmissao congénita (BRASIL, 2009).

3.1.4 Patogenia

O ciclo eritrocitico assexuado é responsavel pelas manifestagdes clinicas da
doenga, uma vez que a destruicdo dos eritrocitos infectados e consequente
liberacdo de compostos resultante da degradagado do heme na circulagao estimulam
macrofagos e outras células a produzirem citocinas responsaveis pelo quadro clinico
caracteristico da infecgdao, com febre alta acompanhada de calafrio, sudorese
intensa e cefaleia, que ocorrem em padrdes ciclicos, dependendo da espécie de
plasmaodio infectante, que é de 48 horas para P. falciparum e P. vivax e 72 horas
para P. malariae. Em alguns pacientes, ocorrem sintomas prodrémicos, como
nauseas, vOmitos, astenia, fadiga e anorexia (PIMENTEL et al., 2007; BRASIL,
2009). Nos individuos imunes alguns destes sinais e sintomas podem ser brandos
ou ausentes (BRASIL, 2009). Ressalta-se que a infecgdo também pode resultar das
recaidas ocasionadas pelas formas tissulares latentes (PIMENTEL et al., 2007).

Cada espécie de Plasmodium produz um padrdo caracteristico de
manifestagdes clinicas que podem ser leve, moderada ou grave. (BRASIL, 2010). Na
maioria dos casos, a malaria pelo P. vivax € benigna, com sinais e sintomas tipicos
do acesso malarico, contudo, pode evoluir para forma grave, que é caracterizada por
hipoglicemia, vémitos repetidos, comprometimento cerebral, insuficiéncia renal,
complicagdes pulmonares, ictericia, anemia grave, disturbios hidroeletroliticos e do
equilibrio acido-base, disturbios hemorragicos e da coagulacdo e coma, que
geralmente cursa com hiperparasitismo (mais de 5% dos eritrocitos infectados).
Ressalta-se que continuam desconhecidos o0s mecanismos patogénicos
responsaveis pelos casos graves de malaria por P. vivax (MYOUNG-DON et al.,
2001; MOHAPATRA et al., 2002; WHO, 2010; ANSTEY et al., 2012).

O P. vivax tem maior capacidade de induzir resposta inflamatéria, resultando
em menor limiar pirogénico, quando comparado ao P. falciparum. Por outro lado, a

aderéncia das células endoteliais € menos frequente na infecgdo pelo P. vivax.
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Porém o risco de anemia grave é semelhante nas duas espécies (ANSTEY et al.,
2012).

3.1.5 Diagndstico laboratorial

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para o diagndstico da
infeccdo, como a pesquisa direta do Plasmodium por microscopia 6tica; indireta por
deteccdo de anticorpos (Imunofluorescéncia indireta), Enzyme — linked
Imunosorbent Assays; demonstragdo de antigenos por imunocromatografia e por
reagcao em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo génica dos plasmddios
(WONGSRICHANALAI et al., 2007).

O diagndstico tradicional é realizado através da visualizacdo microscoépica do
plasmddio na gota espessa de sangue, corada pela técnica de Giemsa ou de
Walker. Esta técnica é considerada o padréao-ouro para diagnostico e monitoramento
do tratamento da doenga, contudo exige pessoal treinado para o exame das
distensdes sanguineas (BRASIL, 2009).
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3.1.6 Tratamento

O tratamento € complexo e composto por medicamentos pertencentes a
varias classes quimicas, usados sob regime terapéutico variado, cuja agado ocorre
em diferentes sitios do ciclo biolégico do plasmoédio (NORONHA et al., 2000;
BRASIL, 2010). Uma vez confirmado o diagnéstico, a terapéutica deve ser logo
iniciada, observando o0s seguintes critérios: espécie do plasmodio, pela
especificidade dos esquemas terapéuticos; idade do paciente, pela maior toxicidade
dos antimalaricos as criangas e idosos; histérico anterior de malaria, pela
possibilidade de resisténcia; gravidez e comorbidades, condigcbes de maior risco
para a forma grave da doenga e a capacidade operacional dos servicos de saude.
Nos casos graves ha necessidade de hospitalizagdo e utilizagdo de formas
farmacéuticas injetaveis com agado mais rapida sobre os parasitos, visando reduzir a
letalidade (BRASIL, 2010).

De acordo com a agao no ciclo de vida do plasmddio (Figura 3), os
quimioterapicos podem ser classificados como esquizonticida sanguineo, os quais
inibem o desenvolvimento dos esquizontes eritrocitarios, como a CQ, quinina,
amodiaquina, mefloquina, halofantrina, artemisinina e derivados, tetraciclina,
proguanil, pirimetamina, sulfas, e sulfonas; esquizonticida tecidual, que agem contra
0os esquizontes do estagio exoeritrocitario, como a PQ; gametocitocidas que
bloqueiam a transmissao, como a PQ, CQ e quinina; e esporonticida, que impedem
a infecgao pelos esporozoitos, entretanto, ndo existe farmaco deste grupo disponivel
para uso em humanos (BAIRD, 2009; BRAGA e FONTES, 2011).
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Figura 3. Local de agdo dos Quimioterapicos nas diferentes fases do ciclo de vida do Plasmodium
vivax. Fonte: adaptada de BAIRD, (2009).

Outra classificagcdo comumente utilizada se baseia nos grupos quimicos

constituintes principais das moléculas destes farmacos (Quadro 1; WHO,2010).
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Quadro 1. Antimalaricos classificados de acordo com as classes quimicas.

FAMILIA QUIMICA ANTIMALARICOS
4-Aminoquinolinas Cloroquina, Amodiaquina, Piperaquina
Amino-alcoois Quinina, Quinidina, Mefloquina, Halofantrina, Lumefantrina

Sulfonamidas e sulfonas  Sulfadoxina, Sulfalena, Dapsona

Biguanidas Proguanil, Clorproguanil
Diaminopirimidina Pirimetamina
8-Aminoquinolina Primaquina

Lactonas sesquiterpenicas Artemisinina, Arteter, Artemeter, Artesunato, Dihidroartemisinina

Naftoquinona Atovaquona

Fonte: WHO, 2010.

Para cura radical da infeccdo pelo P. vivax é necessario associar um
esquizonticida sanguineo, como a CQ, a um hipnozoiticida, como a PQ. Séo
propostos dois esquemas de tratamento em fungédo da dose de PQ: longo de 14 dias
(0,25mg/Kg por dia) e curto de sete dias (0,50mg/Kg por dia; BRASIL, 2010). Os
esquemas recomendados pelo MS para tratamento da malaria por P. vivax estdo
apresentados no quadro 2 (BRASIL, 2010). Quando a PQ é utilizada como
gametocitocida, a dose varia de 0,50 a 0,75 mg/Kg, administrada em unica tomada
(BRASIL, 2001; FDA, 2001; PAREDES et al., 2002). A acao hipnozoiticida é
alcangada, geralmente, ap6s dose total de 3,0 a 35 mg/kg. Estudos clinicos
demonstraram que a dose total € a principal determinante da eficacia terapéutica,
pois o risco de recaida diminui proporcionalmente ao aumento da dose administrada
de PQ (JOHN et al.,2012). Sendo assim, a OMS recomenda o ajuste da dose e
tempo de administracdo para pacientes com peso igual ou superior a 70kg,
objetivando alcancgar dose total de 7,2 mg/kg. O ajuste de peso para as doses de PQ

esta apresentado no Quadro 3.




Quadro 2 - Tratamento das infec¢des pelo P. vivax ou P. ovale com cloroquina em 3

dias e primaquina em 7 dias (esquema curto).

Niumero de comprimidos de medicamento por dia

Idadefpem 4° a0 7° dias

. |Primaguina . |Primaquina : Primaquina | Primaguina
Chaipiing infantil Clatpnt infantil e infantil infantil

6-11 meses (5-9kg) 12 1 174 1 14 1 172

1-3 anos (10-14kg) 1 2 12 1 112 1 1

4-8 anos (15-24kg) 1 2 1 2 1 2 2

Idade/peso Cloroquina Pn:ﬁ':; i Fn:l;::t]::na

9-11 anos (25-34kg) 2 1 | 1 2 1 1

12-14 anos (35-49kg) 3 2 2 2 2 2 1

=15 anos (=50kg) 4 2 3 Fl 3 2 2

- Cloroquina: comprimidos de 150mg, primaquina infantil: comprimidos de 5mg e primaquina adulto:
comprimidos de 15mg.

- Sempre dar preferéncia ao peso para a escolha da dose.

- Todos os medicamentos devem ser administrados em dose Unica diéria.

- Administrar os medicamentos preferencialmente as refei¢des.

- N&o administrar primaquina para gestantes ou criangas menores de 6 meses.

Fonte: BRASIL, 2010

Quadro 3 - Ajuste da dose e tempo de administracdo da primaquina para

pacientes com peso igual ou superior a 70 Kg.

Faixa de peso (kg) Dose total de primaquina Tempo de administragao
(mg) (30 mg/dia)
70-79 240 8
80-89 272 9
90-99 304 10
100-109 336 11
110-120 368 12

Fonte: BRASIL, 2010.
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3.2 Primaquina
3.2.1 Quimica

A PQ (Figura 4) é uma 8-aminoquinolina, de nome quimico difosfato de N4-(6-
metoxi-8-quinolinil)-1,4-pentanodiamina, a férmula molecular e
C15H21N30.2H3P0O4 e a massa molar de 455,34 g/mol. O difosfato de primaquina
apresenta-se como cristais amarelos, com ponto de fusao entre 197 e 198 °C, sendo
de alta solubilidade (1: 10 a 30 partes) em agua (THE MERCK, 2006) e alta
permeabilidade, considerado como Classe | pelo Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (WHO, 2005).

O

H3CO N
NH
NH>

Figura 4. Estrutura quimica da primaquina. Fonte: PALIWAL e GUPTA (1998).

Foi desenvolvida nos Estados Unidos em 1946 a partir da pamaquina e
aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1952, para a cura radical da
infeccao por P. vivax e P. ovale, devido sua agao hipnozoiticida, entretanto deve ser
associada a um esquizonticida sanguineo. Apresenta também acdo gametocitocida
contra o P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae (VALE et al., 2005; THE
MERCK, 2006; DEEN et al., 2008 e VALE, 2009 b; BRASIL, 2010).

3.2.2 Mecanismo de agao

O mecanismo de acado ainda nao foi totalmente elucidado, mas acredita-se
que se intercale entre os pares de bases do DNA (acido desoxirribonucleico) do
parasito, impedindo que as enzimas DNA e RNA (acido ribonucleico) polimerase
repliquem o material genético. Alguns autores sugeriram a participagcdao de
mecanismos de oxirredu¢ao do parasito e do hospedeiro, tanto através da producao

de ERO, quanto pela interferéncia no transporte de elétrons da cadeia respiratéria,
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comprometendo as funcdes da mitocdndria (ANTUNANO, 1999; BRASIL 2001;
VALE et al., 2009a)

3.2.3 Propriedades farmacocinéticas

A PQ é completamente absorvida pelo trato gastrintestinal apds administragao
oral, alcancando niveis plasmaticos maximos entre uma a trés horas, com
concentragdo media de pico de 153 + 25 ng/mL (131-180 ng/mL). Distribui-se
rapidamente pelos tecidos, e pequena quantidade se liga a alfa-1-glicoproteina. O
volume de distribuigdo varia de 200 a 300 L e a meia vida biolégica em torno de
cinco horas em individuos saudaveis, sugerindo auséncia de acumulagéo
significativa no organismo (LAWPOOLSRI et al., 2008).

E rapidamente biotransformada no figado e pequena fracdo é excretada
inalterada na urina em 24 horas. Duas vias metabdlicas foram descritas para PQ.
Uma delas envolve enzimas do citocromo P-450 (CYP2C19, 3A4 e 2D6) originando
produtos de biotransformagdo oxidados como: 5-hidroxiprimaquina, 5-
hidroxidimetilprimaquina e 6-metoxi-8-hidroxilaminoquinolina. A outra leva a
formacdo da CPQ, via monoamino oxidase A, que foi o primeiro metabdlito
identificado em ratos, macacos e humanos. E formada em maior quantidade em
comparacgao aos derivados hidroxilados, assim como, apresenta meia vida superior
a PQ, entretanto é desprovida de agdo antimalarica, que tem sido associada aos
metabdlitos oxidados (CONSTANTINO et al., 1999; HILL et al., 2006; VALE et al.,
2009b).

3.2.4 Efeitos adversos e contra indicagdes

Os efeitos adversos nas doses terapéuticas empregadas sdo nauseas,
voémitos, dor epigastrica, célicas abdominais e alteragdo da acomodacgéao visual, no
entanto, podem ocorrer reagdes hematoldgicas graves nos individuos com
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH) ou metemoglobina redutase, com consequente anemia hemolitica
metemoglobinemia, respectivamente. Raramente pode ocasionar leucopenia,

agranulocitose, leucocitose e arritmia cardiaca (BRASIL, 2001; HILL et al., 2006).
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A PQ nao deve ser associada a mepacrina, mielossupressores e agentes
hemoliticos, os quais podem potencializar as reacdes adversas. E contraindicada
nas gravidas, pelo risco de hemdlise nos fetos, na deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), nos menores de seis meses, pois pode causar hipoplasia e
aplasia medular e nos pacientes com granulocitopenia, artrite reumatdide e Iupus
eritematoso (BRASIL, 2001; HILL et al., 2006).

3.2.5 Concentracbes de primaquina e carboxiprimaquina em sangue total

A avaliagao da eficacia terapéutica na malaria por P. vivax se fundamenta nas
respostas clinica e parasitoléogica. A OMS recomenda que sejam feitas avaliagdes
em diferentes dias de seguimento clinico e laboratorial (DO, antes da primeira dose
do medicamento, D3, D7, D14, D21 e D28). Os determinantes da resposta
terapéutica sao multifatoriais e varias ferramentas de avaliacdo tem sido
empregadas, dentre estas, a monitorizagdo das concentragdes de antimalaricos, que
permite correlacionar a resposta parasitoldgica as concentragdes sanguineas dos
farmacos, auxiliando na interpretacao das falhas terapéuticas e na caracterizagao da
resisténcia do plasmodio, bem como, no estabelecimento de esquemas terapéuticos
adequados para as diferentes areas endémicas, uma vez que, concentragdes
subterapéuticas de antimalaricos nos fluidos biolégicos exercem forte presséo
seletiva ao parasita, elevando o risco de resisténcia; por outro lado, altas
concentragdes podem acarretar efeitos toxicos (DUARTE e GYORKOS, 2003; WHO,
2011).

Elevada variabilidade intra e inter individual dos parametros cinéticos sao
comumente reportadas, gerando dados inconsistentes para estabelecimento do
esquema terapéutico ideal. De fato, a dose do antimalarico deve ser adequada para
determinadas populagdes-alvo, tais como criangas, gravidas e nas comorbidades
(especialmente HIV/AIDS e desnutricdo), objetivando assegurar a eficacia
terapéutica, quer seja, prover niveis sanguineos que excedam a concentragao
inibitéria minima ao parasito, assegurando desta forma a cura (WHO, 2011).
Diversos fatores influenciam nas concentragdes de antimalaricos nos fluidos
biolégicos e, como consequéncia, a resposta terapéutica, os quais sao inerentes ao

farmaco, como suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e provaveis
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mecanismos de ag¢ao; as caracteristicas intrinsecas do organismo humano, como o
historico de episédios anteriores de malaria, estado imune, comorbidades,
obesidade e as condi¢des de exposigao, como dose e duragao do tratamento (WHO,
2011).

A monitorizacao terapéutica das concentragcdes de PQ e de CPQ, apresenta
inumeros desafios, como a reduzida meia vida bioldégica do farmaco original, pois
mais de 90% é excretado em até 24 horas apos administracdo via oral, indicando a
auséncia de acumulo; as diversas teorias acerca da acado antimalarica da PQ, se
devida ao proprio farmaco ou a produtos de biotransformagao oxidados, formados
em pequena quantidade e de meia vida extremamente reduzida. Por outro lado, a
CPQ apresenta meia vida superior a PQ e pode se acumular no organismo humano,
contudo, € desprovida de atividade biologica, e sua determinacdo em fluidos
bioldégicos tem sido recomendada para confirmar adesdo ao regime terapéutico
proposto (PUKRITTAYAKAMEE et al., 2014).

Os niveis de PQ e CPQ podem ser estimados em diferentes matrizes, como
sangue total, urina, plasma ou soro. O emprego de sangue total permite obter
concentragbes maiores dada a reduzida meia vida biolégica do farmaco (WHO,
2011). A cromatografia liquida de alta eficiéncia € a técnica analitica de escolha,
dada a sensiblidade, especificidade, limite de detecdo e de quantificacdo. Na etapa
de extracdo da matriz bioldgica tanto a técinica liquido-liquido, quanto a solido-
liguido asseguram boa precisdo e recuperacao dos analitos. Contudo a ultima
demanda cartuchos sélidos nao reutilizaveis que encarecem as analises. Neste
estudo, foi usada a extragao liquido-liquido que preenche os requisitos de validagao
de métodos bioanaliticos (WHO, 2011).

3.3 Estresse oxidativo

O EO decorre do desequilibrio entre a geracao de radicais livres e a agao dos
sistemas de defesa antioxidante acarretando danos a macromoléculas, como
proteinas, lipidios e acidos nucléicos. Resulta tanto da produgdao excessiva de
radicais livres, quanto da diminuicdo da defesa antioxidante do organismo
(BARBOSA, et al., 2010; PERCARIO et al., 2012).
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3.3.1 Radicais livres:

Sao atomos ou moléculas contendo um ou mais elétrons ndo pareados nos
orbitais externos. Isto determina uma atragdo para um campo magnético, tornando-
os altamente reativos com qualquer composto proximo para obter estabilidade
(BARREIROS et al.,, 2006). Uma molécula qualquer pode se tornar radical livre
tanto ganhando, quanto cedendo elétrons em uma reagdo quimica, ou quando
ocorre fissdo homolitica de uma ligacdo quimica (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007).

Entretanto, algumas moléculas ndo se encaixam nesta definicdo quimica de
radical livre, pois ndo apresentam elétrons ndo pareados na ultima camada, mas sao
importantes para o metabolismo oxidativo, sendo classificadas de maneira genérica,
como ERON’s (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As ERON’s derivadas do
oxigénio sdo representadas pelo radical hidroxila (HO’), superoxido (O2)
peroxila(ROQ) e alcoxila (RO’) e aquelas sem caracteristicas radicalares, como o
oxigénio, peroxido de hidrogénio (H,O;) e acido hipocloroso (CIRCU e AW, 2010).
Dentre as ERON's derivadas do nitrogénio, incluem-se o 6xido nitrico (NO’) éxido
nitroso (N20O3), nitritos (NOy), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOO-; CIRCU e AW,
2010).

3.3.2 Geracao de radicais livres

A abstracéo de elétrons de compostos nao radicalares ou a fissdo homolitica
de ligagdes quimicas ocorrem em inumeros sitios biolégicos, como na cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial microssomal, peroxissomas, citoplasma,
membrana celular, reticulo endoplasmatico, lisossomas, reagcdées do citocromo P450
na presenca de metais de transicdo como ferro e cobre, e outras reacodes
enzimaticas (xantina oxidase, indoleamina, dioxigenase, triptofano, desidrogenase,
cicloxigenase, lipoxigenase, monoamino oxidase), na fagocitose e nas reagdes de
auto-oxidagao. (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

No organismo humano, as ERON’s estdo envolvidas na produgao de energia,
regulacdo do crescimento, sinalizagdo intercelular, defesa e sintese de diversas
substancias (PERCARIO et al., 2000; JONES, 2006). A exemplo, a fosforilacdo
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oxidativa mitocondrial é reconhecida como fonte de ERON's, e em condi¢des
fisiolégicas normais mantém niveis basais do radical superdxido, assim como, a
explosdo respiratoria dos fagocitos (macrofagos e neutrofilos) no combate a
microorganismos patogénicos, quando o consumo de oxigénio € aumentando em até
100 vezes ao valor basal. O oxigénio é convertido a superoxido pela proteina
NADPH oxidase (ABREU et al., 2009).

Por outro lado, a producao excessiva de ERON's acarreta danos as estruturas
celulares, com destaque para oxidagcdo dos lipidios da membrana, que leva a
alteragdes funcionais e estruturais, e consequente morte celular (PERCARIO, 2000;
HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007). A magnitude do dano & amplificada em uma
cascata autossustentada, que se inicia pela reagdo com um acido graxo insaturado e
posterior propagacao pelos radicais peroxila. Esta cadeia de reagdes forma varios
hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido (MDA; FELLIPE e
PERCARIO., 1991; MAFRA et al., 1999)

Dentre as ERON'’s, se destaca o radical hidroxila (HO’), formado pela
dismutacdo do anion superéxido pela enzima superoxido dismutase com produgao
de peroxido de hidrogénio (H2O,), que na presenga de metais de transicdo, como
cobre e ferro, pode levar a producao deste radical via reagdes de Fenton e Haber
Weiss (BARREIROS et al., 2006). A radiagao ultravioleta e os raios Y e X também
levam a producdo do radical OH'- nas células epiteliais. E uma espécie radicalar
altamente reativa e toxica, promovendo mutagcdo no DNA, e consequente
carcinogenicidade em humanos (GARCEZ et al., 2004). Também inativa proteinas,
ao oxidar o radical sulfidrila (-SH) a ponte dissulfeto (-SS), além de oxidar acidos
graxos poli-insaturados das membranas celulares, dando inicio a peroxidagao
lipidica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

O H,0, é produzido tanto na matriz mitocondrial durante a redugao do
oxigénio, quanto pela dismutagdo do radical &nion superoxido pela enzima
superoéxido dismutase (FRIDOVICH, 1997). Sua importancia reside na capacidade
de migrar pela célula alcangando alvos distantes do local de formagcdo e de formar
radical hidroxila (OH’) na presenca de metais de transicdo, através da reacgdo de
Fenton (Figura 6; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Os metais de transicdo mais importantes nesta reagdo sdo o Cu®* e o Fe?*, o
qual se destaca pela maior biodisponibilidade no organismo, onde se encontra

complexado a proteina de transporte (transferrina) ou armazenado como ferritina e
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hemosiderina (BARREIROS et al., 2006). Em pH fisiologico, o ion ferro complexado
nao participa da geracédo do radical hidroxila, porém quando mobilizado se ioniza,
tornando-se catalisador daquela reacdo (GARCEZ et al., 2004).

O radical anion superoxido possui habilidade de liberar Fe?* das proteinas de
armazenamento e das ferro-sulfoproteinas, como ferritina e aconitase,
respectivamente. Também reage com o radical hidroxila, produzindo oxigénio singlet
e com o oxido nitrico (NO’) produzindo peroxinitrito (ONOO’; BARREIROS et al.,
2006). Em alguns casos, atua como antioxidante, reduzindo semiquinonas,
objetivando o retorno das suas atividades metabdlicas na célula, como por exemplo,
a reducao da ubiquinona a ubiquinol, na mitocondria (BABIOR, 1997), que funciona
como sinalizador molecular pela sua capacidade de oxidar grupos—SH (tidlicos) nas
ligacbes dissulfeto, podendo ativar ou inativar enzimas contendo metionina
(BARREIROS et al., 2006). Este radical é abundante no organismo (BOVERIS,
1998). E formado na cadeia de transporte de elétrons ou nas células fagocitarias
através da NADPH oxidase (DIAZ et al., 1998). Também se origina das reag¢des de
autoxidagdo de alguns compostos endégenos (hemoglobina, mioglobina e
catecolaminas) e das reagdes enzimaticas em diversas organelas celulares
(GARCEZ et al., 2004).

3.3.3 Antioxidantes

Os antioxidantes protegem o organismo da agdo danosa dos radicais livres.
Sao classificados em enzimaticos e ndo-enzimaticos. (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007). Os primeiros sao representados por enzimas como glutationa peroxidase
(GSH-Px), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD). Ja os nao-enzimaticos
sdo representados pela glutationa reduzida (GSH), vitaminas “C” e “E”, beta
caroteno, flavondides, acido urico e pelas proteinas queladoras de metais
(VASCONCELOS et al., 2007).
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3.3.3.1 Antioxidantes enzimaticos

3.3.3.1.1 Glutationa peroxidase (GSH-Px)

Participa da oxidacdo da glutationa (GSH) a sua forma oxidada (GSSG;
Figura 5), a qual é posteriormente reduzida a duas moléculas de GSH pela
glutationa redutase (GSH-Rd; AMORES-SANCHEZ e MEDINA, 1999; NORDBERG
e ARNER, 2001).

3.3.3.1.2 Superdxido dismutase (SOD)

Foi a primeira enzima associada aos mecanismos de oxirredu¢cdo. Tem como
funcdo catalisar a dismutagdo do anion superdxido em O, e H,O, representando
assim, a primeira linha de defesa contra danos causados por ERON’s (KUPPUSAMY
et al., 2005). Em humanos, existem trés formas de SOD. A SOD-cobre-zinco (Cu/Zn-
SOD) presente no citosol, a SOD-manganés (Mn-SOD) localizada primariamente na
mitocdndria e a forma extracelular EC-SOD (KUPPUSAMY et al., 2005). Todas as
isoformas se ligam a anions de carga simples, como fluoreto, convertendo o O, em
H2>0O, por repetidas oxirredugdes do metal de transicdo (MEIER et al., 1998). Alguns
protozoarios, como aqueles pertencentes ao filo Apicomplexa, apresentam também
a SOD-dependente de Fe (SOD-Fe) (MULLER, 2004).

A SOD-Mn/Fe, presente nas mitocbndrias, possui atividade antioxidante
resultante da doagao de elétrons originarios da mudanga do estado de oxidagéao do
Mn e Fe. A SOD-Mn em humanos difere da SOD-Fe dos eucariotos pelo
acoplamento em um tetramero resultante da ligagao de dois dimeros que gera duas
ligagcdes simétricas de quatro hélices. O peso molecular é de 96 kDa, e a atividade
modulada pelas citocinas e moderadamente influenciada pelos agentes oxidantes
(STRALIN e MARKLUND, 1994; PERRY et al., 2010).

A Cu-Zn-SOD, presente no citosol das hemacias, possui duas subunidades
idénticas com peso molecular de 32kDa, as quais possuem sitio ativo (RAHMAN,
2007). Catalisa a dismutagdo do anion superoxido a peréxido de hidrogénio e
oxigénio molecular (RAHMAN, 2007). Recentemente foi descrita a SOD-extracelular

(EC-SOD), que € uma glicoproteina tetramérica composta de ions Cu e Zn e catalisa
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as mesmas reagdes da Cu-Zn-SOD. Possui alta afinidade por alguns
glicosaminoglicanos, como heparina. Esta presente nos espacos intersticiais dos
tecidos e nos fluidos extracelulares, sendo responsavel pela maior parte da atividade
da SOD no plasma, linfa e fluido sinovial (FRIDOVICH, 1997). Entretanto sua
regulacao nos tecidos de mamiferos ocorre, principalmente, através da liberacdo das
citocinas nos processos inflamatorios (RAHMAN, 2007; PERRY et al., 2010).

3.3.3.1.3 Catalase intraeritrocitaria (CAT)

A Catalase tem como fungdo catalisar a conversao do peroxido de hidrogénio
a agua e oxigénio. E composta por quatro subunidades de proteinas, na qual cada
uma contém um grupamento heme e uma molécula de NADPH. Encontra-se
amplamente distribuida nos peroxissomos, os quais contém grande parte de
enzimas capazes de gerar peroxido de hidrogénio. Apresenta elevada atividade no
figado e eritrécitos. (YOUNG e WOODSIDE, 2001).

3.3.3.2 Antioxidante nao-enzimatico

3.3.3.2.1 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) € um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina)
considerado a primeira linha de defesa contra as ERON’s nas hemacias. Possui
diversas funcdes, como por exemplo, é cofator de diversas enzimas, como glutationa
peroxidase, glutationa-S-transferase, glutaredoxinas e glioxalases. E oxidada a
glutationa dissulfeto (GSSG) pela glutationa peroxidase. E considerada um tamp&o
redox sulfidrilico, pois mantém os residuos cisteinil da hemoglobina e de outras
proteinas no estado reduzido (PANDEY e RIZVI, 2011).

Quando os teores de GSH estdo reduzidos, como por exemplo, na
deficiéncia de glicose-6-fosfato-desidrogenase, ndo ha doagédo do NADPH, que atua
como cofator da glutationa redutase na reducdo da GSSG a GSH, reduzindo a
inativacdo das ERONs, com consequente dano oxidativo ao eritrocito, promovendo

hemolise e formagao de metemoglobina. Ocorrem também altera¢gdes na morfologia
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eritrocitaria com perda da flexibilidade da membrana impedindo sua passagem para
orgaos vitais e a formacdo de corpusculos de Heinz, os quais conjuntamente
favorecem a fagocitose do eritrocito pelo sistema reticulo-endotelial (ALVES et al.,
2003).

No ciclo catalitico da GSH (Figura 5), podem ser identificadas trés enzimas: a
glutationa oxidase (GO), a GSH-Px e a glutationa redutase (GR). As duas primeiras
catalisam a oxidagado de GSH a GSSG e a ultima é responsavel pela regeneracgéo de
GSSG a sua forma reduzida na presenga de NADPH (HUBER et al., 2008).

H,0, _GSH-Px 2H0  £02 H e
><:>< +H3N/\/\|—( H"’A“"CDE
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7N\ o 4
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:}{:}{f GSSG
NADPH+ H+

NADP+

Figura 5. Representagédo esquematica do ciclo catalitico da glutationa. Fonte: HUBER et al., 2008.

O organismo humano utiliza outras moléculas pequenas para contrapor a
acao deletéria das ERON’s, como a vitamina C, que se encontra na forma de
ascorbato e atua na reducdo de metais como o Fe e Cu, e a vitamina E que doa
elétrons a radicais hidroxila impedindo, portanto, a peroxidagao lipidica, assim como,
o [B-caroteno que €& o principal carotendide fonte de vitamina A com acéo
antioxidante (BARREIROS et al., 2006). Por fim, as proteinas queladoras de metais
promovem o sequestro de ferro e cobre, impedindo que eles atuem como cofatores
das reacdes de Fenton e Haber-Weiss (BIANCHI e ANTUNES, 1999; YOUNG e
WOODSIDE, 2001).
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3.3.4 Marcadores de estresse oxidativo

3.3.4.1 Avaliacdo da capacidade antioxidante total (TAC)

Os antioxidantes presentes nas células, membranas e fluidos extracelulares
podem ser recrutados e atuar de forma conjunta para contrapor o excesso de
ERON’s. Deste modo, a TAC é capaz de fornecer informagdes concisas acerca do
status antioxidante, pois ndo mensura especificamente concentracdes de cada
antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Varios métodos para avaliar a
TAC foram propostos e aplicados em produtos naturais e fluidos bioldgicos
(SERAFINI et al., 2004; DEL RIO et al, 2005), utilizando técnicas que se
fundamentam na transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH) ou de elétrons (TE).
Geralmente, as analises de TAH se baseiam na competicdo entre os antioxidantes e
o substrato gerando o radical peroxila através da decomposicdo de composto AZO.
Ja as anadlises de TE avaliam a capacidade dos antioxidantes presentes nas
amostras de reduzir um composto oxidado, cuja coloragao é alterada apos redugao
de maneira proporcional a concentragao dos antioxidantes (ZULUETA et al., 2009).

Neste sentido, a redugdo do 2,2-azinobis, acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS) ao radical ABTS™ é uma das analises de TE mais utilizadas. Esta
técnica foi empregada inicialmente para determinar o conteudo de hemoglobina em
amostras de tecidos (MARKLUND, 1979), e foi adaptada para usar o anion radical
ABTS’ pré-formado como biomarcador da capacidade antioxidante ndo-enzimatica
total em diferentes matrizes bioldgicas. Os resultados s&o expressos em valores
relativos ao acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), um

analogo sintético hidrossoluvel da vitamina E (NIKI, 2010).

3.3.4.2 Peroxidacgao lipidica

Durante a peroxidacéo lipidica sdo gerados inumeros aldeidos eletrofilicos, os
quais forma aductos de proteinas, como o malondialdeido (MDA, C3H40,),
considerado o principal produto da peroxidagao lipidica. O MDA é um dos
biomarcadores mais utilizados para avaliar danos oxidativos (KOPITZ et al., 2004).

Dentre as técnicas utilizadas para determinar a producao de aldeidos resultantes da
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peroxidagao lipidica, se destaca a determinagdo dos compostos reativos ao acido
tiobarbiturico ou TBARS, introduzida por Yagi (1976) e amplamente utilizada por ser
considerada simples para avaliar a peroxidacao dos lipideos. Usando condi¢ao acida
extrema e elevada temperatura, sdo formados aductos entre o acido tiobarbiturico e
moléculas resultantes da peroxidagao dos lipideos, em especial o MDA, que sao
coloridos e mensurados por espectrofotometria (STEGHENS et al, 2001). A
desvantagem deste procedimento € que outros compostos reagem com o TBARS

contribuindo para o aumento da absorbancia (ANTUNES et al., 2008).

3.3.5 Estresse oxidativo na malaria

Varios autores relataram a participacdo de ERON's na fisiopatologia da
malaria (PABON et al, 2003; HUBER et al, 2002; DONDORP et al., 2003;
OMODEO-SALE et al, 2003; BECKER et al, 2004; YAZAR et al., 2004;
WILMANSKI et al., 2005; KUMAR & BANDYOPADHYAY al., 2005; JARAMILLO et
al., 2005; DEY et al., 2009). O balango redox durante a fase aguda da infecgao deve
ser cuidadosamente interpretado, pois se por um lado as ERON's auxiliam a debelar
a parasitemia, por outro, podem acarretar danos oxidativos no hospedeiro humano.
De modo semelhante, os antioxidantes protegem tanto o hospedeiro humano,
quanto o plasmdédio dos danos oxidativos. Neste sentido, alteragdes no ciclo redox
eritrocitario durante a infecgao constituem aspecto central da resposta do hospedeiro
a doencga; alguns autores sugerem papel protetor, entretanto, outros apontam
relacéo direta das ERON's com a fisiopatogenia da malaria (POTTER et al., 2005).

Estudos em humanos e animais de experimentacao associaram o aumento da
producdo de ERON’s as complicacbes sistémicas da malaria. Por exemplo, a
infeccdo por Plasmodium induz a geragao de radicais hidroxila (OH") no figado que
provavelmente acarreta apoptose celular (SOHAIL et al, 2007), assim como, foram
evidenciados teores elevados de produtos da peroxidacdo de lipidios no liquido-
espinhal em casos fatais de malaria cerebral (JAYSHEREE et al., 1992). Pino et al.
(2003) demonstraram que a apoptose induzida pelas hemacias parasitadas nas
células endoteliais das vénulas pulmonares € mediada pelo EO, assim como, se
discute a participacdo das ERON's nos danos estruturais e funcionais as plaquetas
(EREL et al., 2001).
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O aumento dos polimorfonucleares no edema pulmonar relacionado a doenca
foi associado a produgdo de ERON's (CLARK et al., 1989). Hermsen et al. (1997),
demonstraram que as ERON’s possuem papel importante na malaria cerebral em
camundongos infectados por P. berghei. Atamna et al. (1993) reportaram que
eritrocitos infectados com P. falciparum produzem radical OH® e H,O, em
concentragbes aproximadamente duas vezes superiores aos normais. De fato,
marcadores de EO em ratos e humanos infectados pelo plasmdédio encontraram-se
elevados, quando comparados a controles nédo parasitados (SOHAIL et al., 2007),
como por exemplo, altos niveis de produtos da peroxidagao lipidica, como TBARS,
foram demonstrados em eritrocitos parasitados por P. falciparum, P. vinckei, P.
berguei e P. chabaudi (DAS e NANDA, 1999), assim como, em criangas com
malaria, em especial aquelas com deficiéncia de riboflavina (DAS et al., 1990).
Também foi relatado aumento da geracdo de ERON's nos casos nao graves de
malaria pelo P. vivax. (PABON et al., 2003). ARAUJO et al., (2008), demonstraram
que niveis plasmaticos de MDA foram mais elevados nos pacientes
trombocitopénicos e sugeriram que o MDA e a glutationa peroxidase sao
importantes marcadores dos danos oxidativos nas plaquetas de pacientes com
malaria por P. vivax.

Por outro lado, estudos apontaram a acdo das ERON's em debelar a
parasitemia. A incubacdo de Plasmodium yoelii na presenga de glicose e glicose
oxidase gerou peroxido de hidrogénio, que elimiou o plasmédio. Da mesma forma,
quando incubados na presenga de xantina e xantina oxidase, ocorreu a geragao do
anion superoxido e peroxido de hidrogénio, além de outros produtos com atividade
oxidante, os quais levaram a destruicdo dos parasitos (DOCKRELL e PLAYFAIR,
1984).

Ressalte-se que para se proteger da acao das ERON's, o parasita possui o
apicoplasto que produz &acido alfa lipéico, dotado de agédo antioxidante.
Provavelmente tal organela foi incorporada ao parasita como adaptagéo evolutiva,
estando presente nos simbionte como as algas vermelhas (TOLER, 2005). O
sistema antioxidante do plasmddio também é composto por glutationa que € o mais
abundante, vitamina B6, bem como enzimas antioxidantes como a SOD, GSH-Px,
CAT e tioredoxinas (BECKER et al., 2004).

As ERON's s&o oriundas de diversas fontes no decorrer da fase aguda da

infecdo, como: a partir da degradacdo do heme pelo parasita, objetivando
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suprimento de aminoacidos para seu metabolismo; a explosao respiratoria das
células de defesa imune do hospedeiro vertebrado, assim como, a sindrome de
isquemia e reperfusao nos casos graves da doencga. Por fim, o mecanismo de agao
de alguns antimalaricos, como a PQ e a artemisinina envolve, provavelmente, a
formagao destes compostos. Entretanto, para contrapor a agao deletéria de ERON's
formadas durante a fase aguda da doenga, o hospedeiro humano mobiliza
antioxidantes nao enzimaticos, assim como, aumenta a atividade de enzimas
envolvidas no ciclo redox (POTTER et al., 2005; KELLER et al., 2004; SOHAIL et al.,
2007; BECKER et al., 2004).

A hemoglobina é a principal fonte de aminoacidos para o plasmaodio durante a
fase eritrocitica do ciclo biolégico e sua degradagao no vacuolo digestivo acido que é
favorecido pela sua elevada taxa metabdlica e rapido crescimento, resulta na
liberagcdo do heme livre téxico (ferro/ferroprotoporfirina 1X) (TILLEY et al., 2001;
BECKER et al., 2004). Para impedir a agao téxica deste composto, o parasito
promove sua polimerizagao, levando a produ¢ado de um composto inerte, insoluvel e
nao téxico, denominado hemozoina (pigmento malarico). Esta reacao é considerada
um dos alvos dos antimalaricos quinolinicos (PABON et al, 2003). Assim, o
Plasmodium pode contribuir para a formacdo de ERON’s como o anion radical
hidroxila, via reacédo de Fenton, empregando como cofator o Fe*?, causando danos
oxidativos nos lipidios e proteinas do vacuolo digestivo (EGAN et al., 2002;
MULLER, 2004).

As hemacias parasitadas apresentam grande quantidade de derivados
monohidroxi dos &acidos graxos poliendicos (OH-PUFAS) em seus ésteres de
lipidios, sugerindo a ocorréncia da peroxidagao lipidica. Dentre os OH-PUFAS mais
encontrados e descritos como téxicos estdo o0 12 e o 15-hidroxi-acido araquidénico
(HETES 12,15). As concentragbes de OH-PUFAS aumentam de acordo com o
estagio evolutivo do parasita. No entanto baixos teores foram encontrados apés
fagocitose das hemacias parasitadas, sugerindo que outros produtos da peroxidagao
lipidica desempenham papel chave neste processo (SCHWARZER et al., 2003).

Montia et al. (2002) cultivaram parasitos em ambiente com 2% de monoxido
de carbono (CO), cuja afinidade é 240 vezes superior a hemoglobina quando
comparado ao oxigénio. O parasito cresceu normalmente, entretanto, a hemozoina
nao foi formada e consequentemente ndo houve acumulo de FP, indicando que o

plasmadio ndo necessitou de cadeia de transportes de elétrons funcional. E provavel
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que a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) tenha sido reduzida, pois
apo6s a degradacgao da globina, a FP-Fe Il, ion ferro nao foi oxidado, permanecendo
em grande parte na forma reduzida.

Outra fonte de ERO’s é a ativacdo da resposta imune do hospedeiro
resultante da infeccdo dos plasmdédios com envolvimento de fagécitos (macrofagos
ativados e neutrdfilos) (BECKER et al,2004) que geram elevada quantidade de
radicais livres durante a explosdo respiratoria, ocasionando desequilibrio entre
formagao de espécies oxidantes e quantidade de antioxidantes, levando ao EO, que
€ considerado importante mecanismo de resposta do hospedeiro humano as
infeccbes microbianas (BRINKMANN et al., 1984). Soma-se na fase aguda da
infeccdo, o aumento da atividade de mondcitos e macrofagos circulantes resultante
da ruptura dos eritrocitos e liberagdo da hemozoina na circulagdo sanguinea
(KELLER et al., 2004). Adicionalmente, a hemozoina promove a liberagdo de
citocinas proé-inflamatérias, tal como fator de necrose tumoral (TNF-a) e citocinas
anti-inflamatérias (IL-10), que de acordo com Wilmanski et al. (2005) apresentam
papel importante na geracdo de ERON's.

A sindrome de isquemia e reperfusdo também foi associada a geragao de
ERON's em pacientes com malaria falciparum, especialmente nas formas graves,
representando a principal causa de danos neuroldégicos na malaria cerebral
(SERIROM et al., 2003). Os eritrocitos infectados por trofozoitos maduros e
esquizontes de P. falciparum sao sequestrados pelos capilares de varios 6rgaos o
que impede sua remocgao pelo bago. A aderéncia destas células ao endotélio
vascular (fendmeno de citoaderéncia), ocasiona hipoxia e recrutamento de citotinas
pré-inflamatérias, levando a formagdo de ERON's (SERIROM et al, 2003;
FERREIRA et al., 2004). Objetivando manter o tdnus vascular, o 6xido nitrico (NO) &
gerado pelas células endoteliais, promovendo a homeostase vascular por regular a
agregacéao plaquetaria e adesao ao endotélio, restringindo a extensdo do processo
inflamatoério (SERIROM et al., 2003). Adicionalmente, as alteragdes oxidativas nos
eritrocitos infectados pelo P. falciparum parecem estar associadas ao
envelhecimento acelerado destas células, contribuindo para a anemia nestes
individuos (OMODEO-SALE et al., 2003), alterando a fisiologia circulatéria, levando
a momentos alternados de hipoxia com manutengdo da oxigenagao tecidual em
niveis basais, o que colabora para sindrome de isquemia e reperfusdo (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).
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Alguns antimalaricos contribuem para geracdo de ERON's, uma vez que o
mecanismo de acgao envolve a participagao de espécies radicalares. De fato, a agao
dos antimalaricos se baseia na sensibilidade do plasmddio as ERON's, bem como,
na interferéncia ou inibicdo de alguma via de sintese metabdlica de uma molécula
essencial para o parasito (GRAHAME-SMITH e ARONSON, 2004).

Neste sentido, os metabdlitos da PQ oxidam, de maneira dose dependente, a
hemoglobina. De acordo com Ganesan et al. (2009), a intensidade e a duracéo da
acao da PQ sao controladas por enzimas do CYP-450 envolvidas na ativagao de
espécies intermediarias do farmaco. Acredita-se que o mecanismo de acao seja
mediado por metabdlitos redox-ativos, como a 5-hidroxiprimaquina (5-HPQ), a qual
foi associada aos efeitos terapéutico e toxico, a exemplo, a hemolise em eritrocitos
com teores normais de GSH foi relatada apdés aumento das concentragdes de 5-
HPQ, que forma um par redox com suas formas quinolinas, cujo ciclo continuo de
oxi-reducao produz ERON’s e aumenta o consumo de GSH (SHANKS et al., 2001).

Outro efeito adverso reportado é a metemoglobinemia, resultante da oxidagao
do ferro da hemoglobina (Figura 11) a Fe*™® que néo transporta oxigénio aos tecidos
(CAMARGO et al., 2007). Os eritrocitos mantém taxa normal de metemoglobina (1-
2%) por mecanismos redutores fisioldgicos representado por enzimas como: NADH-
diaforase, glicose-6-fosfato desidrogenase e metemoglobina redutase (CAMARGO
et al., 2007).

A metemoglobinemia pode ser congénita ou adquirida. A primeira se
manifesta sob duas formas distintas, a saber: tipo |, na qual ha deficiéncia do gene
responsavel pela expressdao da NADH citocromo b5 redutase (NADHDb5R) apenas
nos eritrocitos e tipo Il, na qual a deficiéncia desta enzima se distribui por varios
tecidos. Ja a forma adquirida resulta da exposi¢cdo a agentes oxidantes como
quinolinas  (PQ), nitritos, cloratos, fenacetina, acetanilida, sulfanilamida,
nitrobenzeno, anilina, nitratos, nitritos e oxido nitrico (FERREIRA et al., 2011).
Portanto, pacientes tratados com farmacos oxidantes, como PQ, apresentam teores
aumentados de metemoglobina (CARMONA-FONSECA et al., 2009). Ressalta-se
que os teores de metemoglogina tem sido usados como indicadores do estado
oxidativo no interior dos eritrocitos.

Para contrapor a acédo deléteria das ERON's, o organismo humano mobiliza
compostos antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos, e em consegéncia, 0s

niveis de GSH, tocoferol, dentre outros, podem estar reduzidos nos pacientes com



44

malaria (DAS e NANDA, 1999). Erel et al. (1997) ao investigarem niveis plasmaticos
e eritrocitarios de marcadores de EO e das defesas antioxidantes em 50 pacientes
com malaria por P. vivax e 50 voluntarios saudaveis, demonstraram aumento dos
marcadores de EO e reducao das defesas antioxidantes nos pacientes com P. vivax.
Corroborando este estudo, Pabodn et al., (2003), compararam marcadores da
peroxidagao lipidica, como o MDA, e a capacidade antioxidante total (TAS) entre
pacientes com malaria ndo-complicada e individuos saudaveis. O EO foi estimado
pela relacdo MDA/TAS. O valor foi 3,5 vezes superior nos pacientes com malaria

quando comparado ao grupo controle.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo, casuistica e selegdo da amostra

Trata-se de um estudo de casos constituido por 38 pacientes, com idade
superior a 18 anos, ambos os géneros, portadores de malaria por P. vivax, com
confirmagao laboratorial pelo exame da gota espessa. O grupo controle foi composto
por 19 voluntarios saudaveis pareados em propor¢ao por sexo e idade, que foram
selecionados no Curso de Farmacia da Universidade Federal do Para. O protocolo
seguiu recomendacao da OMS para avaliagao da eficacia terapéutica de portadores
de malaria por P. vivax. Foram realizadas avaliacdes clinicas e laboratoriais antes da
instituicdo da terapia (DO0), durante o segundo e sétimo dia de tratamento (D2 e D7) e

apos tratamento, quatorze (D14) e vinte e oito dias (D28).

4.2 Local da pesquisa e coleta de dados

Foram selecionados pacientes que procuram por demanda espontdnea o
Ambulatério/Laboratorio do Programa de Ensaios Clinicos em Malaria do Instituto
Evandro Chagas (PECEMI/IEC) localizado no municipio de Ananindeua, Para. Nesta
Unidade de Saude sao atendidos pacientes provenientes da regido metropolitana de
Belém e entorno. As analises laboratoriais foram realizadas no laboratério de
Toxicologia da Faculdade de Farmacia do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Para.

4.3 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos pacientes com diagnostico positivo pelo exame da gota
espessa para P. vivax, os quais foram tratados com o esquema terapéutico
preconizado pelo MS (BRASIL, MS 2009), constituido pela associagdo CQ
(150mg/comprimido- 1,5g em trés dias de tratamento) e PQ (30mg/Kg ao dia durante
sete dias). Os pacientes foram convidados a participar do referido estudo, ao

concordarem, estes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento
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(TCLE; Anexo A), bem como responderam ao questionario padrao aplicado pelo
PECEM/IEC (Anexo B).

Foram excluidos pacientes que apresentarem sindrome febril que ndo seja
oriunda da malaria, aqueles que fizeram uso de antimalaricos ou antibiéticos em até
quatro semanas anteriores, que apresentaram evolugao clinica desfavoravel, malaria
mista, comorbidades, tabagistas, alcoolistas, usuarios de drogas de abuso ou de
suplementos antioxidantes ou vitaminas, anticoncepcional, gravidas e aqueles que

nao concordaram em assinar o TCLE ou n&o responderam ao questionario.
4.4 Dados demograficos e epidemiolégicos

Foram anotados os seguintes dados demograficos e epidemioldgicos: género,
idade, local de residéncia (rural/urbano), histérico de malaria durante a vida
(sim/ndo), se positivo, relatou-se o numero de episodios de malaria, a parasitemia,
as manifestagdes clinicas, a severidade os sinais e sintomas e o tempo decorrido

entre a sintomatologia inicial e o diagnéstico e inicio do tratamento (Anexo B).
4.5 Amostras

Foram coletadas de cada paciente com malaria por P. vivax amostras de
sangue por puncao venosa periférica em volume de 15mL antes da introdugédo dos
antimalaricos (DO0), durante tratamento: D2, apos 1° dia de tratamento, D7, apos 6°
dia de tratamento e apds tratamento, quatorze (D14) dias. Utilizados dois tubos (5
mL cada) tipo Vacutainer® devidamente identificados, um contendo EDTA como
anticoagulante, e outro, para obteng¢ao do soro. Cerca de 2 mL de cada tubo foram
separados por centrifugacado para obtencédo do plasma ou de soro, a 2.000 rpm/10
min/28-30°C. A seguir, os eritrécitos foram lavados com solucéo salina a 0,85% por
trés vezes e centrifugados a 2.000 rpm/5min/20°C. O sangue total, assim como as
fragbes, foram imediatamente refrigeradas a 4°C e transportadas ao Laboratoério de
Toxicologia (LATOX — UFPA), onde foram analisadas.

No sangue total (tubo com EDTA) foram determinados os parametros
hematologicos (leucdcitos, plaquetas, hemacias, hemoglobina e hematdcritos)
através do sistema automatizado pelo aparelho PENTRA 120°, fabricado pelo ABX

Diagnostics. Parte do soro (5mL) foi utilizado para realizagcdo das provas
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bioquimicas como: glicemia, bilirrubina total e fragdes, colesterol total e fragdes,
acido urico e triglicerideos em sistemas automatizados, fabricado pelo DADE
Behring. Tanto os exames hematoldgicos, quanto os bioquimicos, foram
processados no Laboratério de Analises Clinicas do IEC, seguindo recomendagao
de uso pelo fabricante dos equipamentos. No grupo controle foi coletada apenas
uma amostra de sangue e seguido os mesmos procedimentos dos pacientes com
malaria por P. vivax.

A metemoglobinemia e os teores de PQ e CPQ foram determinados no
sangue total. A glutationa reduzida nos eritrocitos lavados. A capacidade
antioxidante total (TAC) e os niveis de compostos reagentes ao acido tiobarbiturico
(TBAR) foram determinados no plasma.

O tempo decorrido entre a coleta das amostras e determinagédo de PQ e CPQ
foi inferior a 30 dias e as andlises hematolégicas e bioquimicas, a
metemoglobinemia e os marcadores de EO foram analisados imediatamente apos

coleta do material biologico.

4.6 Procedimentos laboratoriais

4.6.1 Determinacéo da parasitemia inicial

As laminas para diagnostico e contagem dos parasitas foram coletadas por
puncdo da polpa digital do dedo indicador, previamente higienizado com alcool
iodado, com lancetas descartaveis. A seguir, aplicadas em laminas de vidro para
confecgdo da gota espessa nos diversos dias de estudo. A gota espessa foi corada
pelo GIEMSA, segundo a técnica de Walker e, examinada em microscopio 6tico
(OPAS, 2004).

A parasitemia foi determinada pela contagem de parasitos assexuados em
100 campos microscopicos (correspondente a 0,2 mm?® de sangue), sendo o valor
obtido multiplicado pela constante 5 e o resultado expresso em parasitos/mm? de
sangue. Foi considerada negativa quando, ao examinar no minimo 200 campos da
gota, ndo se visualizaram formas assexuadas do P. vivax.

A parasitemia foi classificada em: baixa, até 15.000 parasitos por mm? de
sangue; meédia, de 15.001 a 60.000 parasitos por mm?® de sangue; e alta com

resultado igual ou superior a 60.001 parasitos por mm?* de sangue (ALECRIM, 1981).
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O tempo de clareamento da parasitemia (TCP) dos pacientes nas laminas de gota
espessa foi verificada a cada 24 horas nos dias de seguimento dos pacientes e

expresso em horas.

4.6.2 Determinacao da peroxidacgao lipidica (TBARS)

A peroxidacéo lipidica foi determinada por meio da estimativa das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). As lipoproteinas foram precipitadas nas
amostras pela adigdo do acido tricloroacético (ATC) a 10% e 0,67% de &acido
tiobarbiturico (ATB) em seguida 2 M de sulfato de sédio foram adicionados ao
precipitado. A unido do peroxido lipidio com ATB foi realizada pelo aquecimento em
banho-maria a 90°C por 60 minutos. Os cromdgenos formados foram extraidos em
n-butanol, os quais foram lidos a 535 nm (Figura 6). As absorbancias obtidas foram
plotadas em uma curva de calibragcdo previamente elaborada, contendo
concentragcdes conhecidas de tetraetoxipropano (MDA), as quais foram processadas
de modo semelhante as amostras bioldgicas. A seguir, foram obtidos o coeficiente
de correlacdo e a equacao da reta através do método dos minimos quadrados. A
peroxidagao lipidica foi expressa em nMols de MDA/L de plasma (DOTAN et al.,
2004; ISAKSSON et al., 2009). As analises das amostras foram realizadas em

triplicata.
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Tubo de ensaio: ” Incubou recipiente em banho-
100 pL de plasma maria a 90°C/60 minutos
1000 pL de TBA 1%
1000 pL de ATC 10% l

Resfriou em temperatura ambiente

!

Centrifugou a 2000 rpm / 10 minutos

!

Removeu o sobrenadante e
descartou o pellet

!

Leu em espectrofotometro
A =535nm

Figura 6. Procedimento para determinagdo do TBARS.

4.6.3 Determinacao da capacidade antioxidante ndo enzimatica total (TAC)

A capacidade antioxidante ndo enzimatica total foi determinada segundo a
sua equivaléncia a um potente antioxidante conhecido, o Trolox® (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico; Aldrich Chemical Co 23881-3), analogo
sintético hidrossoluvel da vitamina E. Seguindo-se o0 método proposto por Miller et al.
(1993), modificado por Re et al., (1999), em condigdes adaptadas de temperatura,
proporgoes relativas dos reagentes e tempo de mensuragdo. Trata-se de uma
técnica colorimétrica, baseada na reagdo entre o ABTS (2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico-diamonio) com persulfato de potassio (K2S208),
produzindo diretamente o radical cation ABTS'+, cromoforo de coloragdo verde/azul,
com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815 nm (MILLER et
al., 1993; RE et al.,1999).

A adicao de antioxidantes ao radical ABTS '+ pré-formado o reduz novamente
a ABTS, na extensao e escala de tempo, dependente da capacidade antioxidante,
concentracdo e duracdo da reacdo. A mudanca da coloragdo em detrermindao
intervalo de tempo €& mensurada por espectrofotometria a 734 nm. Assim, a

extensdo da descoloracdo é proporcional a reducdo do radical cation ABTS'+. As
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absorbancias foram plotadas em curva de calibracdo previamente elaborada
contendo concentragdes conhecidas de trolox, e a seguir, obtidos o coeficiente de
correlagdo e a equagao da reta. A atividade antioxidante total da amostra (TAC) foi

expressa em micromoles por litro (uM/L) em relagéo ao trolox.

7 mmol de ABTS foram dissolvidos em agua e
reduzidos com 2,45 mmol de Persulfato de Potassio

!

A solugao ficou em repouso no escuro por 12 horas

|

A solugio foi diluida em etanol (P.A.) até a
absorbanciade 0,7 em 734 nm

!

Em uma cubeta:
3mL da solugao do radical ABTS
10 pL de plasma da amostra

A absorbancia foi lida a 26°C o primeiro, segundo,
terceiro, quarto, quinto e sexto minuto apos a mistura.

Figura 7. Procedimento para determinacao da TAC.

4.6.4 indice de estresse oxidativo (EO)

O EO foi considerado como a razdo entre o TBARS e TAC (COHEN e
MCGRAW, 2009). Esta razao foi aferida pela resposta antioxidante do organismo a
producdo de agentes pro-oxidantes, no qual os maiores valores correspondem a
niveis elevados de EO (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

4.6.5 Determinacao de glutationa reduzida (GSH)

A técnica utilizada fundamenta-se na capacidade da GSH em reduzir o acido-
5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) para acido nitrobenzéico (TNB), cuja

absorbancia maxima por espectrofotometria € 412 nm (Figura 13). As absorbancias
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foram plotadas em curva de calibragdo previamente elaborada, contendo

concentragbes conhecidas de glutationa, e a seguir, obtidos o

correlagdo e a equacgao da reta (ANDERSON, 1969).

C00H
Ao -
l

NOy \_(\

CO0H
COoH
Glutationa Acido 5,5'-ditio-bis Glutationa—acido 2-
reduzida (2-nitrobenzoico) nitro-5-mercapto-
(GSH) (DTNB) benzoico

(Glutationa derivada)

coeficiente de

COOH
+ Hﬁ{gf N

Acido 2-nitro-5-
mercapto-
benzobico
(TNB)

Figura 8. Reagéao de derivagdo da GSH com o DTNB. Fonte: ROVER JUNIOR et al., 2001.

4.6.6 Determinacgao dos teores de metemoglobina

Para determinagdo de metemoglobina foi utilizada a metodologia proposta por

Hegesh et al. (1970) (figura 9), baseada na leitura da absorvancia diferencial a

632nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de metemoglobina em

relacdo a porcentagem total de hemoglobina da amostra. As analises foram

realizadas em triplicata.
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Tubo 1:

2,5 mL de Agua destilada
+

0,5 mL de sangue total

« Agitar por inversao 3 vezes.
* Deixar em repouso por 3 minutos.

Adicionar ao tubo 1:

1 mL de Tampao fosfato de potassio
+

3 gostas de Triton X

4 Y

Ler A = 632nm Tubo 3 (A2):

Tubo 2 (A1): 2,2 mL de Ferrocianeto de fosfato
2,4 mL do Tubo 1 +

0,2 mL do Tubo 1

Adicionar 100 pL de
cianeto neutralizante

Tubo 2 (A3) Tubo 3 (A4)

Aguardar 1 minuto
Ler A =632nm

Figura 9. Procedimento para determinagao de metemoglobina.

Para o calculo do percentual de metemoglobina nas amostras foi utilizada a
seguinte férmula:
% MeHb= (A1- A3) x 100
12x (A2-A4)
Onde: 12 = Fator de Diluigao
A1 — A3 = Porcentagem de metemoglobina na amostra;
A2 — A4 = 100% de metemoglobina

4.7 Determinacao de primaquina e carboxiprimaquina

As concentragbes sanguineas de PQ e CPQ foram quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, com deteccdo no
ultravioleta. Foram utilizados procedimentos previamente validados no laboratério de
Toxicologia da UFPA seguindo procedimento de Dua et. al., (1996), com pequenas
modificagdes. O cromatografo liquido de alta eficiéncia (VARIAN, USA) foi composto

por uma bomba isocratica (PROSTART 300), injetor manual rheodyne (Modelo 772i),
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com loop de 50uL, coluna de fase reversa (X-Terra): RP-8,15cm, 5um e 4,6 mm de
diametro interno (Waters, Saint Quentin-en-Y velines, France); pré-coluna: 2.1x
10mm; detector duplo canal ultravioleta (Modelo 320) e visivel (PROSTAR 220), com
deteccdo em comprimento de onda de 254mm. A fase maovel foi composta por uma
mistura isocratica de acetonitrila a 30% em solugédo aquosa de treitilamina 0,01M

com pH de 3.5 ajustado com solucgéo de acido fosférico a 50%. O fluxo foi 1 mL/min.

4.7.1 Procedimento de extracdo da primaquina

A extracao de PQ procedeu-se conforme procedimentos propostos por Dua et
al. (1996) e Ferreira (2010) com modificagbes na quantidade de sangue total,
composi¢cao do liquido extrator, padrdo interno e na solugdo de alcalinizagao.
Adicionou-se em um microtubo aliquota de 100 uL da amostra de sangue total, 100
ML de padrédo interno (quinidina em concentragdo de 2ug/mL) e 100 uL de hidroxido
de sédio 2M. Seguido de agitacdo em vortex por 30 segundos. A seguir, foi
adicionado 1mL de éter metil terc butilico e procedeu-se a homogeneizacdo em
agitador mecanico por 20 min e posterior centrifugagédo a 2000 rpm por 10 min. A
fase organica foi separada e transferida para outro microtubo de polietileno, e
posteriormente evaporada a temperatura de 600C por 20 min. O residuo foi
recomposto com 100 uL da fase movel, e agitado por 30 segundos no vértex e

aplicado, em volume de 50 pL, no cromatégrafo liquido (Figura 10).
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Plasma

100pL

+100 uL de quinidinal0,5ug/mL

*Agitar em vortex por 30 seg.

*100 pL de NaOH 2M

*Agitar novamente por 30 seg.

*1mL de Dicloromrtano:Eter-metil-terc-
butilico (3,5:1,v/v)

*Agitar durante 20min

*Centrifugacd@oa 2000 rpm por 10 min

Método adaptado de Dua,
1993; Ferreira, M.E.S, 2010.

Fase
Organica

*Evaporara 62°C

+100 ulL de fase movel
Descartar

*Injetar 50 L

Figura 10. Procedimento de extragdo da Primaquina. Método adaptado de Dua (1996); Ferreira, M. E.
S., 2010.

4.8 Analise dos dados

Os resultados quantitativos e qualitativos obtidos durante o estudo foram
armazenados em planilhas eletrénicas utilizando os programas EXCEL® e
INSTAT®, e analisados usando o software BioEstat® 5.0, estabelecendo em 0,05
(5%) o nivel para rejeicdo da hipdtese de nulidade. De acordo com o nivel de
mensuragao das variaveis foram empregados testes ndo paramétricos (qui-quadrado
elou exato de Fisher) e paramétricos (ANOVA, teste t de student, teste t pareado).
Para as correlagdes foram utilizados os coeficientes de correlagdo de Pearson (r) e

Sperman.

4.9 Parecer da comissao de ética

O estudo esta vinculado ao projeto “Malaria por Plasmodium vivax: analise da
possivel influéncia da composicédo corporal na resposta terapéutica a primaquina”, o
qual foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do

Instituto Evandro Chagas, sendo aprovado sob o numero 0028/2010. Todos os
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participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nenhum

incentivo financeiro foi oferecido aos pacientes (Anexo B).
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5 RESULTADOS

Foram incluidos 38 pacientes com diagnostico positivo para P. vivax pelo
exame da gota espessa. A parasitemia média a admissao foi considerada baixa, e
nenhum paciente apresentou agravamento da condi¢ao clinica. O sexo masculino
prevaleceu na casuistica (X=16,81; p<0,0001). Apds periodo de seguimento clinico
laboratorial da infecgdo pelo P. vivax recomendado pela OMS de 28 dias foi
observada recorréncia parasitaria em nove pacientes (23,7%). As caracteristicas dos

pacientes incluidos no estudo estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Perfil Bio-social dos pacientes incluidos no estudo.

Variavel Dados (%)
N 38
Parasitemia no DO, mm? 3.755 (3.49)

Tempo de Clareamento da Parasitemia, horas 48

Idade, anos 35(10)
Masculino, % 71
Primoinfectados, % 50

Recorréncia, % 23,7

Teste do qui-quadrado (*X=16,81; p<0,0001 **X=27,04; p<0,0001)

Na figura 11 esta apresentado o relato de episodios prévios de malaria dos
pacientes incluidos no estudo. Depois dos primoinfectados, prevaleceu o relato de
mais de cinco episodios da doenca (X2= 21,23; p=0,0023).
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Figura 11. Distribuicdo dos pacientes quanto ao niumero de episodios de malaria.

Os parametros hematolégicos dos pacientes na inclusdo no estudo, em
diferentes dias, estdo apresentados na Tabela 2. A Analise de varidncia nao apontou
diferenca significativa nos indices hematimétricos no decorrer do estudo, apesar de
discreta plaquetopenia. Em relagdo aos mondcitos estavam aumentados

significativamente no decorrer do tratamento (F=1,1821, p=0,0021).



Tabela 2. Parametros hematoldgicos dos pacientes incluidos no estudo.
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Parametro N DO (%) D2 (%) D7 (%) D14 (1)
Hematécrito, |38 37.4 (5.45) 34.8 (5.2) 36.6 (5.5) 37.65
% (4.7)
Hemoglobina, 38 12.6 (1.9) 12 (1.7) 11.9 (2.8) 12.52
gldL (1.7)
Hemacias, 38 4.5(0.7) 4.2 (0.7) 4.4(0.7)  4.46(0.6)
milhdes/mm?
VCM 38 83.1(3.9) 81.4 (10.7) 82.7(9.1)  84.8(5)
fL
HCM 38 27.9(1.4) 27.9 (1.5) 27.9 (1.5) 28.18
pg (1.9)
CHCM 38 33.7(0.6) 33.6 (1.1) 33.2(1.3) 33.23
gldL (0.9)
Plaquetas 38 101.9 (43) 109.9 (59.9) 132.1 (135) 140.04
mil/ mm?® (+86.8)
Leucécitos 38 5347.7 4448.7 (1016.1) 5532.4 4820.9
mm? (1574.3) (1344) (1149.4)

Baséfilo 38 40.3(2.84)  51.6(16.8) 47.1 (15.8) 44.7

mm? (14.7)
Eosinéfilos 38  125.3 151.43 (91.78) 317.3 270.3
mm? (74.4) (168.6) (139.1)
Segmentados 38  2887.6  2085.8 (692.6) 3236.8 2383.8
mm? (950.7) (1258.4) (847.2)
Linfécitos 38  1603.7  1696.1 (442.1) 1896.5 1808.9
mm? (563.6) (664.8) (505.3)
Monécitos 38  576.2 515.8 (230.6) 444 1 400.9

3 (212.9) (165.9) (116.5)

mm
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Os parametros bioquimicos no decorrer do experimento estdo apresentados
na Tabela 3. As taxas de glicose e de acido urico mantiveram-se semelhantes no
decorrer do estudo. Entretanto, a andlise de variancia indicou redugéao signifcativa do
colesterol total em D2 (F=2,1914, p=0,001), assim como, da fracdo de HDL em DO e
D2 (F=1,1321, p<0,0001). Por outro lado, foi observado aumento significativo dos
teores de triglicerideos em D2 (F=4,2134, p=0,0013).

Tabela 3. Parametros bioquimicos dos pacientes incluidos no estudo em diferentes

dias.
Parametro N (%) DO (%) D2 (%) D7 (%) D14 (%)
(Gn'li;,‘(’jsl_‘; 38 100.3 (26.4) 97.7 (13.6) 82.8(7.1) 83.6(9.5)
ng'f::‘;‘;g'l_) 38 406.8(27.01) 93.7 (20.4) (13421; 149.5 (23.4)
HDL (mg/dL) 38 9.3(9.8) 54 (3.5) (ﬁ’:g) 34 (7.8)
LDL (mgl/dL) 38 57.2(26.6) 66.9 (41.3) (:2:‘7‘) 81.3 (18.1)
VLDL (mg/dL) 38 39(201) 457 (13.9) (fg:g) 24.1 (11.4)
T”%':\‘;‘",gf;”s 38 202.7 (95.5) (fggﬁ) (1510?'15) 123.9 (36.4)
'6(“;1'9(;:8’ 38 45(13)  45(12) 501(14) 4.9 (1.3)

Os teores de metemoglobina estao apresentados na Tabela 4. A analise da
variancia indicou diferenga estatistica significativa entre os diversos dias de estudo
(F=11,14; p<0,001). O emprego de teste a posteriori (Tukey) apontou que os teores
de metemoglobina apés uso de PQ em D7 e D14 foram significativemente
superiores a DO (p<0,001). Assim como, os valores em D7 foram significativamente

superiores a D2 e D14 (P<0,001). Por outro lado, o emprego do teste t de student
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nao indicou diferenca significativa dos niveis de metemoglobina entre o grupo
controle e DO (T= 0.40; p = 0, 343).

Tabela 4. Valores médios de metemoglobina em pacientes com malaria por P. vivax

e grupo controle durante o periodo de estudo (DO, D2, D7 e D14).

MetHb
Dias de estudo n (% Hb/mg amostra)
Xtd.p.
DO 38 1,48(1,6)
D2 38 2,46(2,3)
D7 38 4.92(2,7)
D14 38 2,89(2,0)
Grupo controle 19 1,02(0,4)

n= numero de pacientes

5.1 Biomarcadores de estresse oxidativo

Os valores médios das substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
empregados para estimar a peroxidagao lipidica estdo apresentados na Tabela 5. A
analise de variancia nao indicou diferenga estatistica significativa dos niveis de
TBARS entre os diferentes dias de estudo (F= 1,916; p = 0,137). Entretanto, os
niveis de TBARS foram signifcativamente superiores em DO, quando comparado ao

grupo controle (t=0,795; p<0,001).
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Tabela 5. Niveis médios das substancias reativas ao acido tiobarbitirico em

pacientes com malaria por P. vivax e no grupo controle.

TBARS
Dias de estudo n nmol MDA/L de plasma
Xt d.p.
DO 38 1,63(0,7)
D2 38 1,68(0,7)
D7 38 1,23(0,4)
D14 38 1,21(0,66)
Grupo controle 19 0,8(1,3)

n= numero de pacientes

Ja os valores médios da capacidade antioxidante ndo enzimatica em relagao
ao Trolox (TAC) estao apresentados na Tabela 6. A analise de variancia dos teores
de TAC nos diferentes dias de estudo ndo demonstrou diferenca estatistica
significativa (F= 0,353; p=0,787). Resultados semelhantes foram obtidos quando os
niveis médios de TAC foram comparados entre DO e o grupo controle (t=2,1732,
p=0.78).
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Tabela 6. Valores médios da capacidade antioxidante n&o enzimatica total em

relagado ao Trolox em pacientes com malaria vivax e no grupo controle.

TAC (mmol/L de

Dias de estudo n .
plasma)

Xtd.p.

D2 38 3,9(1,1)

D7 38 3,5(1,7)

D14 38 3,5(1,6)

Grupo controle 19 3,9(1,3)

n= numero de pacientes

*Resultados expressos como capacidade equivalente ao TROLOX em nmol/L.

Para determinar o EO foram calculadas as razdes entre TBARS e TAC nos

diferentes dias de estudo, as quais foram comparadas entre si e a seguir o DO ao

grupo controle. A analise de variancia nao indicou diferenca significativa entre as

médias de EO nos diferentes dias de estudo, apesar da diminuicao crescente deste

valor com a recuperagao do paciente (F=12,18, p=0,121). Resultados semelhantes

foram obtidos quando a média de EO em DO foi comparada ao grupo controle

(Tabela 7).
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Tabela 7. Valores médios do indice de estresse oxidativo nos diferentes dias de

estudo em pacientes com malaria por P. vivax

indice de Estresse

Dias de estudo N Oxidativo
X+ d.p.

DO 38 0,48 (0,2)

D2 38 0,44 (0,2)

D7 38 0,35 (0.3)

D14 38 0,33 (0.4)

Grupo Controle 19 0,20(0,10)

n= numero de determinacdes

Avaliou-se os niveis de GSH no eritrocito, a fim de estimar o consumo deste
composto na defesa antioxidante eritrocitaria. A analise da variancia dos teores de
GSH nos diversos dias de experimento indicou diminuigao significativa dos teores de
GSH no decorrer do estudo (F=5,335; p=0,007). O emprego de teste a posteriori
deTukey indicou que os niveis de GSH foram significativamente inferiores em DO
(p<0,001), D2 (p<0,001) e D7 (p<0,001), quando comparados a D14. De forma
semelhante, as concentragdes de GSH foram significativamente superiores no grupo

controle, quando comparadas a DO (Tabela 8) (t= -3,047; p=0,004).
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Tabela 8. Teores médios de glutationa reduzida dos pacientes com malaria por P.

vivax e grupo controle.

GSH
Dias de estudo N (nmol/mL de eritrécito)
X+D.P.
DO 38 2,03(1,4)
D2 38 1,88(1,6)
D7 38 1,21(0,9)
D14 38 3,5(0,9)
Grupo Controle 19 3,42(1,3)

n= numero de determinagdes

Dada a degradacao da hemoglobina na fase do ciclo eritrocitario do P. vivax
associou-se a meédia geométrica da parasitemia em DO e os niveis de GSH.
Entretanto, a correlacdo n&o foi significativa (p = 0.7619, r= -0,045). Achado
semelhante foi observado para a associagcdo entre a parasitemia em DO e as
concentragdes de TBARS (p=0,5042, r=-0,024).

As concentragdes plasmaticas de PQ e seu principal metabdlito carboxilado,
apos doses de 0,5mg/Kg ao dia durante sete dias, estdo apresentadas na Tabela 9.
Dada a reduzida meia vida biolégica do farmaco somente foram determinadas as
concentracdes até D7. As amostras coletadas antes da introdugédo dos antimalaricos
ndo apresentaram niveis detectaveis do farmaco e do metabdlito. As concentragdes
de PQ foram semelhantes nos diferentes dias de estudo, entretanto os niveis de
CPQ foram significativamente superiores em D7, quando comparados a D3 (t=
7.898; p=0.0283). A média da relacao entre as concentracdées de PQ e CPQ em D3
foi significativamente superior a D7 (t=5.9840; p=0,0159).
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Tabela 9. Concentracoes Médias de Primaquina e Carboxiprimaquina, e as
respectivas relagdes, em diferentes dias de estudos em pacientes com P. vivax

tratados com dose total de 3,5mg/mg de Primaquina por 7 dias.

PQ CPQ Relacgao
(ng/mL) (ng/mL) PQ/CPQ
Dia n Xzd.p. Xzd.p. Xzd.p.
DO 38 Nd Nd nd
D3 38 144(121) 84.5(60) 2.2(1.2)
D7 38 112(74) 219(133) 0.37(0.8)

Xzd.p. (média e desvio padréo)

As concentragdes de PQ e CPQ foram associadas a metemoglobinemia e ao
TBARS em D3 e D7. Na tabela 10 estdo apresentados os coeficientes de

correlagdes entre as variaveis analisadas.

Tabela 10. Correlagao entre as concentragdes de primaquina e carboxiprimaquina
com metemoglobina e TBARS

PQ CPQ
VARIAVEL n D3 D7 D3 D7
Metemoglobina 38  -0,3912  -0,0984 0,324 0,0214
TBARS 38 -0,258 -0,192 0,0132 0,314

*Coeficiente de correlagdo de Pearson
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6 DISCUSSAO

Considerando os relatos acerca das alteragdes do equilibrio redox durante a
malaria, este trabalho propds determinar marcadores de dano oxidativo, bem como,
estimar a capacidade antioxidante do hospedeiro humano antes, no decorrer e apds
uso de antimalaricos associando os danos oxidativos as concentragdes séricas de
PQ e CPQ. Para tanto, foram incluidos 38 pacientes provenientes da demanda
espontanea do PECEM/IEC com diagnéstico positivo, pelo exame de gota espessa,
para malaria por P. vivax, sem sinais e sintomas sugestivos de gravidade ou
agravamento no decorrer do estudo. Esta casuistica se justifica por constituir o perfil
de pacientes na regido amazénica, que detém mais de 99,0% dos casos da doenga

do pais, dos quais o P. vivax é responsavel por 80% dos registros.

A alteracdo na dinamica de ocupacao espacial da regidao, e consequente
distribuicdo dos anofelinos, nao influenciou o perfil da doenca, que permanece com
caracteristica ocupacional, o que torna patente o impacto social e econémico
causado pela malaria na regido, pois predomina nos adultos do sexo masculino em
idade produtiva, conforme demonstrado neste estudo, os quais apresentam maior
risco de exposi¢cao ao vetor, ao se aproximarem dos criadouros, caracterizados por
colegcbes de aguas limpas, quentes, sombreadas e de baixo fluxo, necessarias a
proliferagdo da fémea do anofelino (BRASIL, 2010), os quais sdo comuns nas areas
de exploracdo de recursos naturais, como metais nobres e madeira, para onde
esses individuos se deslocam. (CORDEIRO, FILOMENO e COSTA, 2002; GUERRA,
SNOW e HAY, 2006). Estes dados corroboram estudos epidemioldgicos realizados
por Barbosa et al. (2006) que relataram maior incidéncia no sexo masculino (72,5%),
com idade entre 21-40 anos (55%) e por Teixeira (2011) que reportou 67,5% de

pacientes do sexo masculino com idade entre 34-42 anos (30%).

Os relatos de falha terapéutica a associagcdo CQ e PQ sao antigos, comuns
e mundialmente distribuidos, inclusive na Amazénia brasileira, e merecem destaque
nas investigagcdes acerca da doenga e suas determinantes, assim como, na
proposi¢cao de novas abordagens de tratamento (CALVOSA, 2005). Neste estudo, a
recorréncia parasitaria registrada durante o periodo de seguimento clinico
laboratorial recomendado pela OMS para estudos de efetividade pode ser devida

tanto a falha terapéutica pela resisténcia das cepas de P. vivax ao esquema
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terapéutico empregado, quanto a nova infeccao, pois os pacientes retornaram a area
onde a doenca foi adquirida. Dado o intervalo de tempo da recorréncia € pouco
provavel que resulte de relapso dos hipnozoitas, pois os padrées de relapso no
Brasil, ocorrem durante os primeiros seis meses apods tratamento, mas admite-se a
coexisténcia de hipnozoitos com fenétipos de longo periodo de laténcia com aqueles
de relapso frequente (BOULOS et al., 1991; ORJUELA-SANCHEZ et al., 2009).

A malaria por P.vivax cursa, via de regra, de forma assintomatica nas areas
de IPA elevado, ou com sinais e sintomas clinicos comuns do acesso malarico,
como febre, calafrios e sudorese. Em raros casos ha agravamento do quadro clinico
com evolugdo a Obito, que geralmente € acompanhado por hemodlise e edema

pulmonar agudo.

Os pacientes deste estudo ndo apresentaram manifestagdes clinicas ou sinais
de agravamento no decorrer do tratamento que justificasse sua excluséo, o que
pode ser devido tanto ao relato de episddios anteriores da doenca, quanto a baixa
densidade parasitaria (n° parasitos/mm? < 15.000) (HARINASUTA e BUNNAG, 1998;
WHO, 2010). Repetidos episddios da doenga conferem imunidade parcial aos
pacientes, inclusive tornando-os assintomaticos, os quais s&o considerados
verdadeiros reservatorios do plasmodio, a exemplo, a metade dos pacientes deste
estudo relataram episédios anteriores da doenca durante o atendimento clinico
inicial, com destaque para o registro de mais de cinco ocorréncias de malaria. A
maioria dos casos de malaria por P. vivax cursa com parasitemia baixa a média na
Amazonia brasileira, conforme relatos de Fernandes et. al. (2008) e Teixeira (2011).
O tempo médio para clareamento da parasitemia em cepas de P. vivax circulantes

na area de estudo varia entre 24 a 60 horas, o que corrobora os dados deste estudo.

Os parametros hematoldgicos dos pacientes incluidos no estudo corroboram
a falta de gravidade da doenca, pois a maioria se encontra no intervalo de
normalidade, e assim permaneceram, no decorrer do estudo. Destaca-se a

monocitose e discreta plaquetopenia.

Contudo, os parametros bioquimicos evidenciaram alteragées na fragcdo HDL
de colesterol a qual foi significativamente inferior na presenca de parasitas. Na fase
aguda dos processos infecciosos e inflamatoérios as concentragdes de proteinas
plasmaticas especificas se alteram, afim de proteger o hospedeiro, assim como,

auxiliar a reparagédo do organismo, a exemplo, 0 aumento na sintese das proteinas
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de fase aguda, mediadas por citocinas produzidas em resposta a diversos estimulos,
alteragcdes no metabolismo das lipoproteinas, com consequente modificagdo nas
concentracdes dos lipideos e lipoproteinas, representados pelo aumento dos
triglicerideos, resultante da elevagéo do VLDL, assim como, a diminui¢do do LDL e
do HDL. Corroborando os achados deste estudo foram reportadas alteracbes no
perfil lipidico dos pacientes com malaria, como diminuigao do colesterol total, HDL e
LDL, elevacado da lactato desidrogenase e aumento moderado dos triglicerideos, as
quais se associaram a espécie de plasmaodio, a gravidade da doencga, a oxidagéo
das lipoproteinas in vivo e a resposta do hospedeiro frente a infeccdo aguda
(FAUCHER et al., 2002; SIBMOOH et al., 2004;). Kim et al. (2008) relataram
reducao do colesterol total, HDL e LDL. Os triglicerideos permaneceram normais e

alguns pacientes apresentaram diminui¢do significativa.

Compreender as alteragdes do ciclo redox em pacientes com malaria por P.
vivax sem gravidade antes, durante e apds tratamento foi o objetivo central deste
estudo. O dano oxidativo no interior do eritrdcito infectado pelo plasmaédio resulta da
explosao respiratéria dos fagoécitos envolvidos na defesa imune do hospedeiro, da
degradagdo do grupo heme pelo parasita e do uso de antimalaricos, os quais
contribuem conjuntamente para aumentar a producdo de ERON'’s. Para tanto,
estimou-se a lipoperoxidagdo a partir do malondialdeido empregando-se técnica
espectrofotométrica para estimativa dos compostos reativos ao acido tiobarbiturico
(TBARS). Ja os niveis de metemoglobina refletiram o meio oxidativo no interior do
eritrocito. Para contrapor os efeitos oxidativos deletérios resultantes dos niveis
elevados de ERON’s o organismo mobiliza antioxidantes enzimaticos e néao
enzimaticos, a qual foi estimada pela capacidade antioxidante total e pelo consumo

de glutationa reduzida.

Os niveis de TBARS né&o se associaram ao uso de antimalaricos, pois foram
semelhantes no decorrer do estudo. Entretanto, foram significativamente superiores
quando comparados ao grupo controle, indicando claramente que a peroxidagao
lipidica se associa ao plasmodio em pacientes com malaria ndo grave. Este achado
foi corroborado por Pabon et al. (2003), os quais relataram diferencga significativa nos
niveis de MDA entre paciente com malaria por P. vivax e P. falciparum nao
complicadas e o grupo controle, assim como, por Sohail et al. (2007), os quais

reportaram aumento significativo da peroxidacgéao lipidica em pacientes com P. vivax,
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quando comparado ao grupo controle. Adicionalmente, Narsaria et al. (2011)
também relataram aumento da peroxidacéo lipidica em gravidas do sudeste da
Nigéria com malaria assintomatica. Por fim, Fabbri et al. (2013) correlacionaram a
gravidade da doenga com niveis de MDA, e observaram que a peroxidacgao lipidica
foi maior em pacientes com malaria grave quando comparados aqueles com a forma

nao grave, os quais, entretanto, apresentaram valores superiores ao grupo controle.

Apos clareamento da parasitemia, os niveis de TBARS reduziram de forma
nao significativa sugerindo que apesar dos mecanismos de agcao da CQ e da PQ,
possivelmente, envolverem a geragdo de ERON'’s, os danos oxidativos a membrana
eritrocitaria foram, provavelmente, resultantes do metabolismo do Plasmodium, e
originarios da degradagao do heme para obtengdo de aminoacidos essenciais e da
utilizacdo dos lipideos da membrana eritrocitaria, visto que o parasito ndo possui via
de sintese de ftriglicerideos (GUHA et al., 2006; SOHAIL et al, 2007).
Adicionalmente, a ativacado da resposta imune pode ter contribuido para aumento da
geracdo de ERON'’s (PABON et al., 2003).

A metemoglobinemia foi associada ao uso de antimalaricos, pois foi
semelhante entre o grupo controle e os pacientes com malaria antes da introdugéo
da quimioterapia, entretanto, no decorrer do tratamento houve aumento significativo
dos teores de metemoglobina, corroborando outros achados da literatura, os quais
relataram teores médios de 5% a 12% (BAIRD e HOFFMAN, 2004); 5% a 18% (HILL
et al., 2006) e inferiores a 20% durante as primeiras 24 horas (CARMONA-
FONSECA et al.,, 2009). Contudo, os niveis de metemoglobina reportados neste
estudo ndo representaram risco a vida dos pacientes, ratificando estudos que
indicaram que os teores de metemoglobina apdés doses terapéuticas de PQ séao
pequenos e toleraveis, sem sinais e sintomas tipicos de metemoglobinemia, como
cianose ou insuficiéncia respiratéria, que normalmente sado reportadas em niveis
superiores a 20% (HALL et al., 1986; RODRIGUEZ-FERNANDEZ e DEL POZO-
HESSING, 2005). Entretanto, Santana et al. (2007), descreveram manifestacoes
clinicas de metemoglobinemia em pacientes com malaria por P. vivax que

apresentaram niveis entre 10% a 20%.

Pode-se inferir que o grupo heme livre tdoxico Fe Il PPIX resultante da
degradagao da hemoglobina no vacuolo digestivo acido do plasmoédio ndo eleva de

forma significativa os teores de metemoglobina, os quais se associam ao uso de
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antimalaricos. De fato, € reconhecido o efeito toxico da PQ e seus metabdlitos sobre
o sistema hematopoiético, causando metemoglobinemia e hemodlise macica em
pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase. Ressalta-se que a
ingestdo de CQ nas doses terapéuticas preconizadas, ndo promove a elevagao dos
niveis de metemoglobina, apesar da possibilidade do mecanismo de acédo desta 4-
aminoquinolina envolver a geragdo de ERON’s (MONTIA et al., 2002; SOLOMON et
al., 2009; NOGUEIRA et al., 2010).

Dada as alteragdes do ciclo redox resultantes da presencga do plasmddio nos
eritrocitos e do uso de antimalaricos espera-se resposta antioxidante do hospedeiro
adequada para contrapor a acao dos ERON’s que promoveram aumento da
lipoperoxidagdo nos pacientes com malaria, assim como, do estado oxidativo no
interior dos eritrocitos. Entretanto, a capacidade antioxidante ndo enzimatica total foi
semelhante nos pacientes com malaria por P. vivax no decorrer do tratamento,
assim como, quando comparados ao grupo controle. Dados similares foram
relatados por Pabdn et al. (2003), os quais relataram auséncia de diferenca
significativa da capacidade antioxidante ndo enzimatica entre pacientes infectados

por P. vivax ou P. falciparum e o grupo controle.

Justifica-se este achado pelo fato das principais defesas antioxidantes
eritrocitarias serem constituidas por compostos contendo grupamentos sulfidrilas,
como peroxiredoxinas, tioredoxinas e glutationa reduzida. De fato, houve diminuigcao
significativa dos teores de glutationa reduzida no decorrer do tratamento (p=0.007),
assim como, antes do inicio do tratamento quando comparados ao grupo controle.
Erel et al. (1997) estabeleceram correlacdo negativa significativa entre aumento da
peroxidagao lipidica e redugdo dos niveis de glutationa reduzida nos pacientes
infectados por P. vivax e P. falciparum. Vega—Rodriguez et al. (2009) relataram
reducao dos niveis de glutationa reduzida nos eritrocitos de ratos infectados pelo P.

berghei.

E relevante a atividade da glutationa reduzida na defesa eritrocitaria do
hospedeiro frente ao Plasmodium spp. (HARWALDT et al., 2002; BECKER et al.,
2004), como cofator de reacbes enzimaticas e na redugao da Fe [lll] PPIX,
subproduto toxico da degradagdo da hemoglobina (MULLER, 2004),

desempenhando desta forma fungdes importante nos eritrocitos infectados, tais
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como: protegao contra danos oxidativos, modulacdo das alteracbes na membrana,

no catabolismo do heme e no crescimento do parasito (SOHAIL et al., 2007).

Os resultados deste estudo permitem inferir que a reducao dos niveis de
glutationa reduzida se associou tanto ao uso de antimalaricos, quer seja, como
cofator da glutationa transferase nas reagdes de conjugacdo da fase 2 da
biotransformacao, ou nos mecanismos de reducdo de ERON'’s diretos, ou via
oxidagcao pela glutationa peroxidase, quanto aos ERON’s gerados pela interagéo

parasita e hospedeiro antes da introdugdo da quimioterapia (MULLER, 2004).

A auséncia de diferencga significativa entre o indice de EO entre os diferentes
dias de estudo, e em relagdo ao grupo controle reflete a forma de determinagao
deste indice, quer seja a relagdo entre TBARS e TAC. A resposta antioxidante é
complexa, envolve diferentes componentes e na maioria das vezes nao ha boa
correlagdo entre teores de antioxidantes enddégenos e exdgenos com 0s
biomarcadores de dano oxidativo na maioria das doencas (POLIDORI et al., 2009; LI
et al., 2010).

A PQ e seu principal metabdlito foram determinados neste estudo
objetivando correlacionar os teores destes compostos com o biomarcador de
lipoperoxidagdo e de oxidagao eritrocitaria. De maneira geral, as concentragbes de
PQ se assemelharam aquelas reportadas em voluntarios saudaveis da Tailandia e
em pacientes com malaria por P. vivax na India (MIHALY et al., 1985; FLETCHER et
al.,, 1981). Fletcher et al. (1981), relataram teores médios de PQ em pacientes
tailandeses do sexo masculino de 233ng/mL e nos caucasianos de 162ng/mL, apods
2,5h da administracdo de 45mg de PQ por 5 dias; Por outro lado, Bangchang et al.
(1994) relataram valores inferiores em pacientes tailandeses do sexo masculino,
com concentracdo maxima de 57,7ng/mL e Kim et al. (2004) reportaram valores
médios significativamente superiores em Koreanos com maléria por P. vivax. E
reconhecida a variabilidade das concentragcbes de antimalaricos nos diferentes
grupos populacionais, assim como, quanto ao género, idade, gravidez e obesidade.
Neste estudo, o elevado desvio padrao das médias das concentracdes de PQ e
CPQ nos diferentes dias caracteriza a elevada variabilidade inter individual nas

concentragdes do farmaco e do matabdlito (KIM et al., 2004).

A auséncia de diferengca significativa nas concentragbes de PQ nos

diferentes dias de estudos evidencia sua reduzida meia vida biologica e ndo se



72

acumulou significativamente no organismo. De fato, quando coadministrada com
CQ, a PQ possui meia vida em torno de 6.6 (5.1-10.3) horas. Por outro lado, as
concentragbes maximas de CPQ sdo alcangadas cerca de 8 (4-12) horas apdés
administracdo de PQ, e sua meia vida biolégica € de 33.2 (33.2 -145) horas. A meia
vida bioloégica do metabdlito superior ao farmaco original foi evidenciada pelas
concentragdes significativamente elevadas de CPQ em D7, quando comparadas a
D3, que se refletiu na relacdo entre as concentracbes de PQ e CPQ, que foi
significativamente superior em D3, quando comparada a D7 (PUKRITTAYAKAMEE
et al., 2014).

Nao foi observada correlagéo significativa entre os teores de PQ e CPQ em
sangue total com as taxas de metemoglobina, apesar destas aumentarem de forma
significativa apdés administracdo dos antimalaricos, o que se deve ao fato da acéo
antimalarica e efeitos toxicos da PQ se associarem aos metabdlitos oxidados
formados via citocromo P-450, dotados de reduzida meia vida biolégica, em especial
a 5-HPQ (BANGCHANG et al., 1994; BOWMAN et al., 2005). Vasquez-Vivar e
Augusto (1992) demonstraram que a 5-HPQ favorece a geragédo das ERON'’s, e
sugeriram que este metabdlito contribua para hemotoxicidade da PQ. De maneira
semelhante, os niveis de TBARS n&o se correlacionaram as concentracbes de
primaquina e seu metabdlito no sangue total. Por fim, mensuragcdo de CPQ em

fluidos corporais se destinaria a estimar a adesao ao tratamento.
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo no qual foram incluidos pacientes com malaria nao

grave por P. vivax com baixa densidade parasitaria residentes na Amazoénia oriental

brasileira permitem concluir que:

1)

2)

A maioria dos pacientes foi do sexo masculino em idade produtiva,

refletindo a importancia ocupacional, social e econémica da doenga;

O seguimento clinico laboratorial ndo indicou agravamento do quadro
clinico, assim como, o hemograma manteve-se no intervalo de
normalidade, apesar de monocitose e discreta plaquetopenia no decorrer

do estudo;

3) Foram observadas alteragdes significativas na fragdo HDL do colesterol;

4)

S)

6)

7)

8)

Os niveis de TBARS ndo se associaram ao uso de antimalaricos.
Entretanto, foram significativamente elevados quando comparados ao
grupo controle, indicando claramente que a peroxidacao lipidica se associa

ao plasmodio em pacientes com malaria nao grave;

A metemoglobinemia foi associada ao uso de antimalaricos, pois foi
semelhante entre o grupo controle e os pacientes com malaria antes da
introdugdo da quimioterapia, entretanto, aumentou significativamente no

decorrer do tratamento;

A capacidade antioxidante ndo enzimatica total ndo se associou ao uso de

antimalaricos e a infecgao;

A diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida se associaram tanto a

infeccdo, quanto ao uso de antimalaricos;

Foi observada elevada variabilidade inter individual nas concentragdes de
primaquina e carboxiprimaquina em nosso estudo. A primaquina ndo se
acumulou significativamente nos pacientes no decorrer do estudo,
entretanto, foi observada concentragbes elevadas de carboxiprimaquina
em D7, o que influenciou na relagéo entre as concentragdes do farmaco e

seu metabdlito;
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9) Nao foi observada correlagao significativa entre os teores de primaquina e
carboxiprimaquina em sangue total com as taxas de metemoglobina e com

os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Projeto: Marcadores de Estresse Oxidativo e concentragbes de primaquina e

carboxiprimaquina em pacientes com malaria por Plasmodium vivax.

DESCRIGAO E OBJETIVO DO ESTUDO

Vocé tem um tipo de doengca denominada malaria que é causada por um
protozoario chamado Plasmodium vivax. Este estudo tem o objetivo de estabelecer a
medicao de primaquina, seu metabdlito (carboxiprimaquina) nas suas amostras de
sangue, com a finalidade de verificar se ha uma proporcdo entre a quantidade
dessas substancias no plasma e na hemacia. Sera determinada também no seu
sangue indices de estresse oxidativo como: a capacidade antioxidante total ndo
enzimatica, as substancias reativas ao acido tiobarbiturico, bem como os terores de
metemoglobina e os niveis de glutationa reduzida associando-os as concentragcdes

sanguineas de primaquina e carboxiprimaquina no tratamento da malaria.

Esta pesquisa ira ajudar a compreender melhor o envolvimento dos
Radicais Livres de Oxigénio e Nitrogénio — ERON’s na fisiopatogenia da malaria,
bem como seus medicamentos utilizados em seu tratamento se associam ao dano

oxidativo eritrocitario.

Vocé ou a pessoa pela qual € responsavel sera tratada para malaria com
o medicamento que esta sendo usado pelo servico de saude de seu municipio para

o tratamento dessa doenca.

Com a sua autorizacdo, ou do responsavel do paciente sera coletado 10
mL de sangue, através da pung¢ao da veia do brago, para a pesquisa e pelo método
“fura-dedo”, para o diagnéstico de rotina da malaria. A coleta de sangue sera

realizada no 1° dia de diagnéstico e no 2°, 14° e 17° dia de controle da malaria.

Nos exames serao utilizados materiais descartaveis e |he causara o
minimo de risco, além dos riscos atribuidos a coleta da amostra para realizagdo do

exame de rotina.
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Depois que os resultados dos exames estiverem prontos, a pessoa que

participar da pesquisa podera ver estes resultados.

O sangue coletado podera futuramente ser utilizado para possiveis

pesquisas relacionadas a malaria.

Participando deste estudo vocé (ou o paciente) recebera cuidados médicos
durante todo o seguimento do seu tratamento, e, caso de qualquer complicacéo
decorrente da malaria e do uso dos medicamentos estara disponivel para qualquer
problema. Também vocé estara contribuindo com essa pesquisa para 0

conhecimento cientifico da malaria em nosso estado.

Sua participacdo é VOLUNTARIA, isto quer dizer que o paciente tem todo
direito de nao participar ou se retirar do estudo, em qualquer fase da pesquisa. A
amostra de sangue coletada sera analisada no Laboratério de Toxicologia da
Universidade Federal do Para - UFPA, sediado no municipio de Belém, Para.
Destaca-se que a realizagdo deste estudo ndo incorrerd em riscos ou prejuizos
fisicos e morais para os pacientes, ja que as informacgdes relatadas serdo de uso

exclusivamente cientifico, e as identificacbes pessoais serdo mantidas em segredo.

Os pesquisadores utilizarao os resultados desta pesquisa posteriormente
em eventos de ambito cientifico, tais como publicagbes e congressos.
Os principais pesquisadores sao:

1. Luiz Carlos de Souza Rodrigues: aluno do Programa de Pds-Graduagdo em
Doencas Tropicais do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do

Para;

2. Dr. José Luiz Fernandes Vieira: orientador desta pesquisa;

A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma coépia deste
documento que sera assinado em duas vias, sendo que uma copia fica com o

pesquisador e outra com o paciente.
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Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Luiz Carlos de Souza Rodrigues
End: Rua Augusto Corréa, s/n Guama
Fone: 3201-7733

Eu, , declaro que Ii as

informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido
sobre o conteudo da mesma, compreendendo seus riscos e beneficios.
Declaro ainda, que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa,
cooperando com a mesma.

Belém, / /20

Nome e assinatura do paciente ou seu responsavel legal

Testemunha (No caso de analfabetismo)

Impresséao digital (No caso de analfabetismo).

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas
(CEP/IEC/SVS/MS) - Av. Almirante Barroso, 492 — Marco — CEP: 66090000 — Belém/Pa — Tel: (91)
32466422 | Fax: (91) 32664669 — http://www.iec.pa.qov.br




ANEXO B

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
it

Parecer de Aprovacido n° 0028/2010
Protocolo CEP/IEC - N° 0015/10
CAAE: 0015.0.072.000-10

Ananindeua/PA, 13 de outubro de 2010.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

“Maldria por Plasmodium vivax: anilise da possivel influéncia da

Projeto: 2 T ?
composi¢fio corporal na resposta terapéutica a primaquina”
Pesquisador Responsavel: ROSANA MARIA FEIO LIBONATI

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, cientificamos que o projeto em epigrafe foi considerado aprovado.

Recomendamos a coordenagdo que mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de
Satde/Ministério da Saude.

Devera ser encaminhado relatorio anual e, ao final, elaborado um relatério
consolidado, incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo méximo de 60
(sessenta) dias, ap6s a finalizagdo da pesquisa.

Atenciosamente,

MANOEL DO CARMO PEREIRA SOARES
Coordenador do CEP/IEC

AV. ALMIRANTE BARROSO, 492 - BAIRRO: MARCO — CEP: 66090-000 — BELEM-PA — C.N.P.J.: 26.989.350/0489-09 FONE: (091) 246-6422 — FAX: (091)
266-4669
RODOVIA BR 316 — KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA — CEP: 67.030-000 — ANANINDEUA-PA — FONE: (091) 214-2000
hitp://www.iec.pa.gov.br

93



