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RESUMO

Em paises de clima predominantemente tropical corBeasil, a malaria permanece
ainda como problema de saude publica importantglafyuetopenia é uma complicacéo
freqUente na maléaria, mas seu mecanismo nao est&smarecido. O estresse oxidativo tem
sido um dos fatores implicados na ocorréncia dgugopenia em pacientes com malaria.
Este trabalho objetivou investigar o papel do esgexidativo na plaquetopenia de pacientes
com malaria vivax, por meio da avaliacdo de maneiobioquimicos oxidantes e
antioxidantes no plasma e nas plaquetas isoladasciparam do estudo 86 pacientes com
malaria vivax, divididos em dois grupogacientes plaquetopénicos (<150.000 pltAnm
pacientes ndo-plaquetopénicos. Apos a confirmagdnfdcgéo, foram coletadas amostras de
sangue para dosar a capacidade antioxidante t@phcidade oxidante total, albumina,
proteinas totais, acido urico, zinco, magnésiarrbilina, tidis totais, glutationa peroxidase,
malondialdeido, anticorpos contra lipoproteinas lo@ixa-densidade eletronegativa e
nitrito/nitrato no plasma e glutationa peroxidaseaondialdeido nas plaquetas isoladas. A
média dos niveis plasmaticos de malondialdeido [fundoi mais alta nos pacientes
plaquetopénicos (3,57+2,4) que nos nao-plaguetopén2,52+0,4). Os niveis plaguetarios
elevados da glutationa peroxidase e malondialdeim® pacientes com malaria de vivax
foram significativamente mais altos em pacientem quaquetopenia (p<0,001). Foram
observadas diversas correlacfes importantes estreaocadores de estresse oxidativo nas
plaguetas e os marcadores de gravidade e da méagrda infeccdo por malaria vivax. Os
resultados sugerem que o dano oxidativo causadoplagsietas pode ser importante na
etiopatogénese da plaquetopenia que ocorre naianal&Px e MDA podem ser marcadores
importantes deste achado.

Palavras chaves: malaria, estresse oxidativo, ptapgania, malondialdeido e glutationa
peroxidase.



ABSTRACT

In tropical countries like Brazil, malaria remaims important health problem.
Thrombocytopenia frequently complicates malariédtions but the mechanism has not been
elucidated. Oxidative stress has been implicatedediators of thrombocytopenia in patients
with malaria. This work aimed to investigate th&erof oxidative stress in thrombocytopenia
of malaria vivax through of the measurement of aridand antioxidant biochemical markers
in plasma and isolated platelet of the malariagm#s$i. This study included 86 patients of
vivax malaria which were divided into two groups: alaria thrombocytopenic
(<150,000plt/mm) patients and malaria non-thrombocytopenic paieBtood samples was
analyzed for total antioxidant status, total oxidatatus, albumin, total protein, uric acid,
zinc, magnesium, bilirubin, total thiols, glutathe peroxidase activity, malondialdehyde,
antibodies against mildly oxidized low-density Iggoteins and nitrite/nitrate levels in plasma
and glutathione peroxidase and malondialdehyde solated platelets. Plasma
malondialdehyde level (umol/L) was higher in thraoytopenic (3.57+2.4) than in non-
thrombocytopenic (2.52+0.4). Platelet glutathigeeoxidase and malondialdehyde levels of
patients with vivax malaria also were higher intgllets thrombocytopenic patients. Several
significant correlations were observed between efdat oxidative stress markers and
progression and severity markers of malaria vivax0(001). The results suggest that
oxidative damage of platelets might be important ihe ethiopathogenesis of
thrombocytopenia occurring in malaria and GPx arfdAvtan be important markers of this
finding.

Keywords: malaria, oxidative stress, thrombocytopenia, makddhyde and glutathione
peroxidase.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e etiopatogénese da malaria

A maléaria é uma doenca infecciosa, nédo-contagidsagvolucdo natural crénica na
auséncia de terapéutica, com manifestacfes deecagdo, cronico ou recorrente, sendo a
doenca mais amplamente distribuida no mundo e uas dbencas parasitarias mais
incidentes da atualidade (Figura 1). Estima-sequagenta por cento da populacdo mundial
tem risco de contrair a doenca, com 300 a 500 wmsllte casos ocorrem anualmente e a cada
ano, um a dois milhdes de pessoas (na maioriagasamorre com maléria. E uma doenca de
grande impacto no continente africano, onde estécentrados 59% dos casos mundiais,
seguidos da Asia (38%) e das Américas (3%). NacAfBub-Saariana, acontecem 89% dos

Obitos por malaria (ROLL BACK MALARIA, 2005; FREVER NARDIN, 2005).

[ Area néo endémica
[_] Area hipoendémica y
J%ba [ Area hiperendémica =

Figura 1: Mapa da distribuicdo da malaria no mundo.
Fonte: Adaptado de ROLL BACK MALARIA (2005).



Nas Ameéricas, a malaria ocorre principalmentepaises da Bacia Amazonica, sendo
qgue o Brasil responde pelo maior nimero de cash$%). No Estado do Amazonas, no ano
de 2006, foram registrados 180.290 casos de mas@mao 51.089 (28,3% do total) somente
em Manaus (SIVEP/Malaria, Secretaria de VigilamtraSaude, Ministério da Saude, 2007).

O conhecimento técnico sobre a malaria vem senalamdo desde a antiguidade,
passando pela descoberta do agente etiologicogyaran em 1880, e do mecanismo natural
de transmissao, por meio da identificacdo do mésalo génercAnophelescomo vetor da
doenca por Ross, em 1897 (PNCM, 2004).

Em 1880, o médico francés Alphonse Laveran obsepanasitos dentro das heméacias
de pacientes febris. Esses parasitas sdo hoje @dobecomo pertencentes ao género
Plasmodium Na sistematica zoologica, 0s mesmos séo claadifscno filoProtozoa classe
Sporozoae familiaPlasmodidae Existem mais de 100 espécies de Plasmodium ciolasec
(SUH et al., 2004). Destas, apenas quatro parasithamem preferencialmente: malariae
(LAVERAN, 1881), P. vivax(GRASSI; FELETTI, 1890)P. falciparum(WELCH, 1897)e
P. ovale (STEPHENS, 1922). Em 1897, Ronald Ross descrevelesenvolvimento de
oocistos na parede do estdbmago de mosgimaphelesconfirmando que a transmissao da
doenca ao homem se d& por esse vetor invertebrado.

O ciclo biolégico da maléria (de todas as espéédRlasmodiun possui duas fases:
uma fase assexuada, que ocorre no hospedeiro nagltebdenominada de enddgena ou
esquizogbnica, e outra fase sexuada de desenvoltonme vetor mosquito do género
AnophelegespécieA. darlingi na Amazénia), denominado exdgena ou esporogoRigaré
2) (SHERMAN, 1998).

O esporozoito é introduzido no homem durante astepsangiineo dos anofelinos,
gue inoculam esta forma infectante e, os que nddagfpcitados pelos macréfagos, atingem

os capilares subcutaneos e chegam aos hepatonitd30 eminutos. No figado, estes se



desenvolvem por esquizogonia (reproducdo assexuégs alguns dias, o esquizonte
formado se rompe e libera merozoitos nos capilarestes invadem os eritrécitos e se
transformam em trofozoitas jovens (forma em amgl® originam os esquizontes hematicos.
A ruptura do esquizonte libera novos merozoitos pamsitam outros globulos vermelhos,
repetindo o ciclo. Na malaria causada Powvivax permanecem algumas formas latentes no
figado chamadas hipnozoitos, as quais sédo resppasgelas recaidas tardias de malaria
vivax (FERREIRA, 1996). Ap0s sucessivas esquizagg@rlguns merozoitos se diferenciam
em formas sexuadas conhecidas como gametocitomif@s e masculinos), que ao serem
ingeridos pela fémea dAnopheles ddo inicio ao ciclo sexuado ou gametogénico és ap
algumas etapas de desenvolvimento, liberam os @gpitws, que migram para as glandulas
salivares dos mosquitos, onde permanecem viaveisc@ma de dois meses, até serem

inoculados no homem (REY, 1992; FAIRHUST; WELLENS00).

Ciclo no
hospedeiro
vertebrado

ESPORDGONIA

/ 2Sporozoitos — .
oomstu@ L ﬂj Eesporozoitos

crcLo
SEXUADO
oocinet}‘
ESCIU S0
\ “ HEPATICA
’ ['”35"0 — ‘fﬁ:| v { esqguizontes
zigotolgesd  SDT afh- teciduais
LR — 4 . merozotos
@ = o icpanen ‘1 /—-—‘ %,
ee e i
micro tof eritrocitos i _
et \ esguizantes
C' | @ . < creLo .. hadunas
ICIO NO e W, ;’ ERITROCETICO fo5s
hospedeiro . /E QUIZOGONIA
. > = ERITROCITICA,
invertebrado Trorrotas e G
jovers Trofozoitas

maiuros

Figura 2: Ciclo biologico doPlasmodiurnsp.
Fonte Adaptado de Center for Diseases Control and Preve(2004).



A doenca se caracteriza historicamente por acegséebre intermitente, sobrevindos
de dois em dois dias (febre tercd) ou de trés émdias (febre quartd), seguindo a evolucéo
ciclica de cada espécie do parasito. Os acedsios p@dem, entretanto, ocorrer diariamente,
em virtude de eclosdo diaria da nova geracdo dasipas ou por infeccdes em tempos
distintos por popula¢cbes diferentes de mosquitesailie 0 acesso malarico, o doente passa
por trés fases: calafrio, hipertermia e sudacéo.dgenal, ocorre esplenomegalia e anemia
(ALECRIM; ALECRIM, 2003).

A sintomatologia malarica depende do estado imdoepaciente. Na primeira
infeccdo, em pacientes ndo imunes, a febre podagic 40°C e os sinais e sintomas podem
ser mais acentuados. Nas recidivas, os sintomasngarte sdo mais brandos (ALECRIM;
ALECRIM, 2003).

A gravidade da doenca maléarica pode ser quarddicke acordo com a classificacao
dos sinais e sintomas apresentados no quadroccliloigoaciente, conforme apresentado na

Tabela 1. Os critérios apresentados foram padrdoszpara malaria pét. falciparum

Tabela 1: Classificacdo da malaria quanto a graeid quadro clinico.

Gravidade Sinais e Sintomas
Maléria ndo-grave  Presenca de astenia, cefal®igg,feduseas, vomitos e calafrios

Maléria grave Sinais e sintomas classicos da naalassociados a uma ou mais
das complicagbes como anemia, coma, hipoglicemia,
insuficiéncia renal, CID, choque e edema agudouli@mo.

Fonte: OMS (2000).

A doenga malérica contribui com 8% das mortes 6angas com menos de cinco
anos em paises em desenvolvimento. A alta preval@lecdoencas parasitarias e bacterianas
nestes paises contribui grandemente para a mgbmtrque aumenta susceptibilidade e a

gravidade das infec¢cdes (MULLER; KRAWINKEL, 2005).



A malaria aflige geralmente populacfes imunolagieate vulneraveis, e a doenca &
agravada devido a diminuicdo da capacidade imumm@odas pessoas infectadas para o
combate ao patdgeno. Portanto, a doenca se tomeacuypante devido a fragilidade
imunolégica (KISZEWSKI; TEKLEHAIMANOT, 2004).

Plasmodium falciparunproduz a febre tercd maligna com quadro clinicogem os
acessos febris repetem-se ciclicamente com 36ho#&. E uma doenca mais grave, sendo
responsavel pela maioria dos casos fatais. Og@tds parasitados pé*. falciparumaderem
as células endoteliais em capilares e vénulas gditaces, levando a uma obstrucéo
funcional. Este bloqueio mecéanico dos vasos dobogre de outros 6rgdos resulta em
hipoxia, causando a maioria das mudancas observedasalaria grave, que pode ser fatal
(WEIR, 2005).

Plasmodium vivaX o agente da febre tercd benigna, com ciclo fejoel retorna a
cada 48 horas. E o parasito humano que infectar@immais extensamente distribuido no
mundo. Causa uma doengca menos grave que. dalciparum sendo raramente fatal
(ALECRIM; ALECRIM, 2003).

Infecgbes poP. vivaxsao importantes principalmente pela morbidadeopgada e a
possibilidade de recaidas quando a doenca natadarde forma correta. Entretanto, poucos
estudos sdo realizados comPo vivax devido as dificuldades no cultivo celular, baixa
letalidade e complicagBes clinicas devido a infecg@usada (ALEXANDRE, 2004
MENDIS et al., 2001).

Kochar et al. (2005) verificaram que vivax pode causar todas as complicagbes
relatadas da maléria grave, incluindo maléaria cafelfialéncia renal, colapso circulatério,
anemia grave, hemoglobindria, sindrome respiratigiga e sangramentos anormais que sao

comumente atribuidos as infec¢des Pofalciparum



Com excecao da Africa, a malaria vivdxconsiderada a principal causa de morbidade
por doenca infecciosa no mundo, se concentrandodaesas tropicais, subtropicais e
temperadas (MENDIS et al., 2001).

Apesar de ser um tipo de malaria que classicamedecursa com doenca grave, 0
aumento do numero de casos de infeccao pelavaxpode conduzir a aumento da letalidade
absoluta. O maior acometimento de pessoas com a@®engnicas pode contribuir para uma
descompensacéo clinica, pelo maior risco de evolge#iética do parasita, 0 que aumenta a
chance de expresséao de gravidade (ALEXANDRE, 2004).

O diagnéstico de malaria, na rotina clinica, zdgilcomo padrdo-ouro € o esfregaco
sanguineo e a gota espessa corados pelo métoderdsea3ou alternativamente pelo método
de Wright) (ALECRIM; ALECRIM, 2003). A lamina de r@aia permite tanto a identificacéo
da espécie como a quantificacdo (expressa pelamgagem dos eritrocitos infectados ou por
parasitas por microlitro). Todavia, 0 processamento interpretacdo das laminas requerem

equipamento apropriado, bem como treinamento giofial (SUH et al., 2004).

1.2 Plaquetopenia na malaria

As plaquetas sanglineas sdo 0s menores elemerddslagicos do sangue.
Apresentam-se em forma de corpusculos arredondadasvais, medindo de 2 qu® de
diametro e com volume médio de 5 a 8fL, podendansaores. Sao produzidas na medula
0ssea pela fragmentacao do citoplasma dos megeitasidOs megacariocitos localizados na
medula 6ssea originam-se da diferenciacdo de utuka q@ecursora segundo um modo de
divisdo e de maturacdo unico de endomitose. O atsdemultiplica sem que a célula se

divida: se 2n € o niumero de cromossomos da cétatagsora, 0s megacariocitos tornam-se



sucessivamente 4n, 8n, 16n, 32n, 64n, a0 mesmatempue o citoplasma cresce e que as
plaguetas se formam. Os megacariocitos que lib@lagquetas sdo habitualmente 32n, mas
16n e 64n liberam igualmente plaquetas que repi@sepequenos territérios do citoplasma
do megacariécito, delimitados por membranas de dEmaoc. Quanto mais jovem for o
nacleo, maior € o territério delimitado (grandesquletas). A trombocitopoiese é regulada por
um fator de crescimento hematopoiético chamado Hopmietina, que € produzido
principalmente pelo figado e rim. A meia-vida désgpetas no homem é estimada em uma
semana (podendo chegar a 12 dias) (PITNEY, 197RNBERD et al., 2000).

As funcdes das plaguetas sdo numerosas e nem &si@s ainda claramente
identificadas. As principais estdo relacionadasemdstasia e a coagulacdo, mas atuam
igualmente na resposta inflamatdria por ativac&ofdtmres quimiotaticos e pela secrecao de
aminas vasopressoras; carregam essas aminas \&sopsena circulacédo; tém funcdo de
fagocitose, podendo eliminar pequenas particuldsaérias; participam da retracdo do
coagulo por intermédio de uma proteina contratttoenbostenina; finalmente, parecem ter
papel protetor do endotélio (BITHELL, 1998).

Hemostasia pode ser definida como um conjunto deani&®mos e processos que
mantém a fluidez do sangue evitando e corrigindedds, hemorragias e processos
tromboticos. Vasos sanguineos, plaquetas, proteimaagulacdo e fibrindlise, bem como
anticoagulantes naturais sdo os elementos envslidoprocesso. Os vasos e as plaquetas
compdem a hemostasia primaria, que permite a f@mde um trombo plaquetario, de efeito
transitério. A fibrina, que tem por objetivo refarco trombo plaquetério primariamente
formado, é o produto final de uma série de reagiesmaticas envolvendo proteinas da
coagulacdo. A fibrindlise degrada o trombo formaadim de restaurar o fluxo sanglineo

(MORELLI, 2001).



Quando ocorre a lesdo do vaso, ocorre vasocag@triceflexa que reduz o fluxo
sanguineo para a regiao afetada. Em seguida, gidada serotonina, do tromboxangeddo
difosfato de adenosina (ADP) liberadas pelas plaguagregam-se e aderem a superficie do
ferimento, formando tampé&o para inibir o sangram€nitMA et al., 1992).

Avaliando-se a ultra-estrutura das plaguetas hasgode-se verificar a existéncia de

varias organelas, e nestas estruturas varias sglat&ao encontradas, conforme descrito na

Tabela 2.
Tabela 2: Conteudo das organelas plaguetarias.
Organela Conteudo
Granuloa Proteinas especificas das plaquetas: HF-tdpmboglobulina,

fator de crescimento derivado da plaqueta, tronirodipa.
Homoélogos de proteinas plasmaticas: fibrinogénlioyraina,
fator V, plasminogénio, VWF, fator D, glicoproteinaa em
histidina, globulinas do sistema complemento.

Corpusculo denso ADP, ATP, GTP, GDP, serotonina m&babdlicos, calcio
secretavel

Sistema tubular densdEnzimas conversoras de prostaglandinas, calcigatont

Peroxissomos Catalase

Lisossomos Hidrolases acidas

Fonte: Adaptado de Reed (2002).

O estudo das plaquetas é usado na avaliacdo dastaeia e pode ser feito de duas
maneiras: quantitativa e qualitativa. A andliserqiativa € realizada normalmente através da
contagem eletrbnica em aparelhos automaticos cia@em ao microscopio 6tico em camara
de neubauer. As alteragbes quantitativas permiterdiagndstico de plaquetopenia e
plaguetose. Ja na andlise qualitativa, realizadanpeio do exame ao microscopio da
distensdo do sangue, que permite uma estimativavdiacdo numeérica das plaquetas
(normal, aumentada ou diminuida) e da alteracadahdgica das plaquetas (macroplaquetas,
plaguetas gigantes e dimorfismo plaquetario). Atagem plaquetéria é essencial para o

monitoramento do paciente com malaria, porém eaéminte os aparelhos automatizados



podem apresentar resultados falsamente elevadasgodav interferéncias de agregados
protéicos, fragmentos de hemacias e de leuc6€iRABBE et al., 2002).

A concentracdo de plaquetas no individuo norndg €50 a 500 x £por milimetro
cubico de sangue. O termo plaquetopenia é utilizgadgmdo a concentracao € inferior a 150 x
10® plaquetas/mrh Utiliza-se o termo plaquetose para contagensrisups a 500 x 10mmn?.
Podemos observar falsas plaguetopenias quandoagsiephs se aglutinanm vitro na
presenca de anticoagulante (EDTA) contido nos tulfosplaquetopenia pode ter trés
mecanismos: de origem central (medular) que esé@ioeada a diminuicdo de producao
(aplasia) para um numero diminuido de megacarigicitiperdestruicdo, na qual as plaquetas
produzidas normalmente sdo destruidas na circulag&@squiestro das plaquetas por baco
hipertrofiado, nesses casos a medula é rica emaaedgeitos (BERNARD et al., 2000).

Patel et al. (2004) sugerem que a contagem deuqtis) pode ser usada como
diagndstico diferencial e de triagem de pacientas tebre, em regides ndo-endémicas de
malaria. Essa avaliagdo deve ser realizada emntesigue retornam de regiées endémicas,
para se descartar a possibilidade de malaria ganta Eles conseguiram uma sensibilidade
de 100% e especificidade de 70% nos pacientesulestedo e escalonaram a plaquetopenia

em niveis, como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Contagem de plaquetas e a gravidadeadagibpenia.

Gravidade da plaquetopenia Plaquetimetria
Plaquetopenia grave < 50.000 plt/mm
Plaguetopenia moderada 50.000 a 100.000 pft/mm
Plaquetopenia discreta 100.000 a 150.000 pl¥mm
Plaguetopenia ausente > 150.000 pltfinm

Fonte: Patel et al., 2004 (adaptada).

Portieje et al. (2001), avaliando pacientes compyma trombocitopénica idiopatica,

descrevem como grave apenas a plaquetopenia eadargm pacientes com contagem de



plaquetas abaixo de 30.000/fhemmoderada com contagens entre 30.000 e 100.060)
Na terapia corretiva da purpura trombocitopénicane) o tratamento s6 € iniciado nos
pacientes com plaquetimetria entre 30.000 e 50p000m* e nos com plaquetimetria menor
que 30.000/mrhé avaliado também o risco de sangramentos paviarird terapia corretiva
(CINES; BLANCHETTE, 2002). Porém, o critério maiscentrado na literatura para
avaliacao de doenca maléarica é semelhante ao tdegoriPatel et al. (2004).

A plaquetopenia é um achado frequente em pacieotesmalaria. Marques (2000)
encontrou plaguetopenia em 94% dos pacientes cdarianaivax no seu estudo em Manaus.
Scott et al. (2002) encontraram plaquetopenia Xabale 150.000/mM em 89% dos
pacientes com microscopia positiva para malariasem estudo, sendo que 30% tinham
plaguetopenia grave. A diminuicdo grave na contagenplaguetas € comum na malaria
falciparum isolada e em infeccdo mista de falcipegwivax, mas € muito rara em infeccéo
isolada deP. vivax(MAKKAR; MULKHOPADHYAY, 2002). Os pacientes atendhd em
Manaus mostraram que a malaria vivax é respongé@vgblaguetopenia mais intensa e mais
frequiente, em comparagcdo com a maléria falcipab ACERDA et al., 2002).

A plaquetopenia encontrada na malaria € complickgfiiente desta enfermidade e
pode ocorrer tanto na infecgao pélo falciparum quanto peldP. vivax (OMS, 2000). Na
maioria das vezes, no entanto, é de pequena mdgrétmormaliza-se proporcionalmente ao
clareamento da parasitemia com a medicacdo es@ecifiVICKRAMASINGHE;
ABDALLA, 2000). O mecanismo da plaquetopenia ainéa esta bem elucidado.

A plaquetopenia tem sido observada na infeccdoricalém humanos, com reducéo
de cerca de 56%. As causas da diminuicdo podemesger cho aumento nas fungdes
plaquetérias, fagocitose plaquetaria, coagulac&avimscular disseminada (CID), formacgéo
defectiva de plaquetas, hiperesplenismo e estoedgdativo (EREL et al., 1998; KELTON et

al., 1983).



O estudo da plaquetopenia na malaria ainda € nmgétpiente. Apesar de existirem
alguns estudos relativos a plaquetopenia na infeptdarica, ainda ndo se descobriu o real
mecanismo que leva a ocorréncia da diminuicdo déagem plaquetaria nesta doenca, fato
que estimulou o desenvolvimento deste estudo perficar a relacdo do estresse oxidativo

na infeccdo malarica causada pelasmodium vivax

1.3 Estresse oxidativo nos processos infecciosos

Radical livre € definido como qualquer atomo ouléoola que contém elétrons
desemparelhados e tem existéncia independente. &hto @ usado para representar as
espécies radicalares. A retirada ou a adicdo delétmon a uma molécula ndo-radicalar pode
(ou ndo) converter esta em espécie radicalar. Riadivres podem ter cargas positivas,

negativas ou neutras (HERMES-LIMA, 2004).

A - menos um elétron. A"

B - mais um elétron- B~

Os radicais livres sdo espécies de moléculas matmente reativas, e que podem
causar dano ou morte celular. Eles sdo continuam@oaiduzidos pelo organismo, sendo a
maioria por reacgdes bioquimicas envolvendo oxigémjoe ocorrem normalmente no
metabolismo (fontes endégenas) como na cadeigptetadora de elétrons, na mitocdndria,
na hipoxia, na explosdo respiratéria pelos maco¥agendo também formados por
fagocitose, como parte do controle da reacgédo irdtaria. Ocasionalmente podem ocorrer em

resposta a exposicdo (fontes exdgenas) a radiag@ivamte, luz ultravioleta, poluicao



ambiental, fumaca de cigarro, exercicios excessavizgiuemia (SIGNORINI; SIGNORINI,
1995).

Nas células, a retirada de um elétron pode leviamrmaacdo de radicais sulfridrila,
oxigénio, carbono e nitrogénio. As principais egggcadicalares de oxigénio e espécies
relacionadas de importancia biologica estdo aptadas na Tabela 4.

Todos os organismos aerobicos sdo expostos aiespéativas de oxigénio (ERO)
como anions superoxido, oxigénio singlet, peroxd hidrogénio, anion hipoclorito e
radicais hidroxila bem como espécies reativas ti®génio (ERN) como oxido nitrico e

peroxinitrito gerados pelo metabolismo (GUTTERIDGE95; MULLER et al., 2003).

Tabela 4: Principais espécies reativas de oxigémidrogénio.

Radicais N&o-radicais
Anion Radical Superodxido (0)  Perdxido de hidrogénio ¢a,)
Hidroperoxila (HOO) Hidroperdxidos (LOOH)
Peroxila (LOO) Oxigeénio singlet0,) ou ¢Ag Oy)
Alcoxila (LO") Ozo6nio (Q)
Hidroxila (OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Oxido nitrico {NO) Peroxinitrito (ONOO)

Di6xido de nitrogénio"(NO,)
Fonte: Augusto, 2006 (adaptada).

A vida aerdbica depende da combustédo controladaig€nio para o suprimento de
energia. A combustao controlada é catalisada daggyor eventos metabdlicos que podem
causar danos se ocorrer descontrole oxidativo slestgdes na producdo de energia. Devido
a este controle ter que funcionar de forma ajuséxilte um complexo sistema de controle
antioxidante destes eventos. A0 mesmo tempo, ensistenzimatico envolvido produz
espécies reativas, reacdes biossintéticas, dejesascas e funcdes desintoxicantes (JONES,

2006).



ERO séo derivadas do oxigénio molecular (NORDBERRBNER, 2001), dentre elas
anion radical superoxido, radical hidroxila e pédox de hidrogénio. Estas ERO séo
produzidas por acdo de oxidases e oxigenases BspEcpela reacdo de Fenton e também
pela cadeia transportadora de elétrons (TURREN®})2@s ERN incluem o éxido nitrico e
seus derivados que séo produzidos pela atividadienética da 6xido nitrico sintase (NOS).
Diferentes isoformas de NOS foram identificadascitoplasma (iNOS), na mitocondria
(mtNOS), ou em tipos celulares especificos comoemdoteliais (eNOS) (ANDREW,;
MAYER, 1999).

As ERO sao instaveis e reagem rapidamente comosoutadicais livres e
macromoléculas em reacdes em cadeia, gerando aupeigoso na quantidade de oxidantes
(KIRKINEROS; MORAES, 2001). Acredita-se que ositefe toxicos das ERO variem tanto
na proporcdo quanto na quantidade de oxidanteshéte® Enquanto o peroxido de
hidrogénio ndo é muito reativo, é altamente difeisévé precursor de radical hidroxila.

O acumulo de ERO ou de ERN causa danos a estrdésrdiomoléculas, gerando
estresse oxidativo (GUTTERIDGE, 1995), que tambédepser definido como qualquer
distarbio celular no equilibrio entre oxidantesnéiaxidantes, em favor dos oxidantes (SIES,
2000). Em condi¢gBes normais o organismo manténmudiledo entre a formacao de radicais
livres e a sua remoc¢do por antioxidantes (incluindcapacidade das células de reparar os
danos oxidativos). Muitas doengas estdo assoc@maso aumento na geracédo de radicais
livres ou no decréscimo da capacidade antioxidamteambos. O equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes limita a saude e a condicdo de deenclindo doencas neurodegenerativas,
inflamacéo, aterosclerose, lesao de reperfusamgcdeecardiovasculares e diabetes (JONES,
2006).

A producdo de ERO na explosdo respiratéria poula®l fagocitérias ativadas

(macrofagos e neutrofilos) € critica na funcdo naistiobiana, contribuindo direta ou



indiretamente para a morte do organismo intracel#lamieloperoxidase produzida pelos
neutréfilos converte peroxido de hidrogénio e ioclereto em acido hipocloroso
(WINTERBOURN et al, 2000). A NADPH oxidase produzigor muitos tipos de fagécitos,
reduz Q a Q" (BABIOR, 1999). Subseqiientemente, @ HOCI podem reagir para formar
‘OH (CANDEIAS et al., 1993).

Cada radical livre formado pelo corpo pode iniciana série de reacdes, que
continuam até que sejam removidos. Podem desapaeacpndo com outros radicais livres,
ou devido a a¢fes do sistema antioxidante.

Algumas espécies reativas de oxigénio parecemibamtpara os sinais e sintomas
apresentados nas doencas tropicais, logo a awaldgaestresse oxidativo gerado nestas
patologias pode ajudar a entender o mecanismaudeda das doencas e suas consequéncias.

Na doenca de chagas,Teipanosoma cruziativa a producdo de interfergnpelas
células “natural killer”, ativando os macréfagogstes produzem fator de necrose tumaral-
induzindo a producao de 6xido nitrico (N@Que é toxico para os parasitositro (VESPA et
al, 1994; MARTINS et al, 1998).

Gantt et al. (2001) sugerem que $ @ o NO contribuem para a morte intracelular da
Leishmania chagasno homem e em macréfagos murinos. Bildic et @042 observaram
aumento significativo da MDA sugerindo aumento deopidacao lipidica quando analisaram
0 estresse oxidativo em cées infectados com Leisios@visceral.

A presenca d&chistosoma mansonas veias mesentéricas hepaticas do hospedeiro
coloca-os sob estresse oxidativo a partir de redgerados pelo parasita durante a respiracéo
e a quebra e consumo da hemoglobina do hospedeir@adiberacdo de heme toxico e ions

ferroso (SAYED et al., 2006).



Pal et al. (2006) observaram uma associacao ergstresse o oxidativo e a filariose
bancroftiana quando analisou pacientes cronicoscam filariose oculta avaliando as
dosagens de MDA e SOD.

As dosagens de SOD e outras proteinas antioxgla@te sido descritas na dengue
classica, hemorragica e sindrome de Shock por @efRAY et al., 1999). Os dados iniciais
sugerem que a dengue gera radicais livres e c#tesacdo dos antioxidantes na fase aguda
da doenca (NOOR et at., 2002).

Pacientes com tuberculose ativa mostraram statisx@ante total significativamente
menor que pacientes controles. Os valores de TABeatam durante a terapia
antituberculosa. Os valores de micronutrienteayviha A e zinco também, porém vitamina E
permanece inalterada (WIID et al., 2004).

Visca et al. (2002) afirmam que a liberacdo de BIO estresse oxidativo gerado pelo
hospedeiro infectado pelicobacterium lepraecombinado com o pH baixo, p®aixo e
pCQO, alto contribui para limitar o crescimento do baciQuando comparado com M.
tuberculosise M. boviso bacilo da lepra tem perdido a maior parte doegenvolvidos na
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénidregénio. A susceptibilidade ao N@ode

ser considerado para o crescimento excessivanenitedoM. leprae

1.4 Estresse oxidativo na malaria

Algumas espécies reativas do oxigénio parecenribairt para os sinais e sintomas

apresentados na malaria, tanto agravando como astgoueste quadro, e podem explicar

algumas alterac6es encontradas nos pacientes ctémian®s eritrocitos sdo expostos ao



estresse oxidativo enddgeno e exdgeno na mal&aa,wgue podem levar as varias alteracdes
metabolicas no hospedeiro (EREL et al., 1997).

O parasitismo da maléaria pos si s6 gera grandestigades de D, e Q'". Os
mecanismos oxidativos sdo dominantes em relacd@mtasxidantes na maléaria vivax. Por
esse motivo, o estresse oxidativo produzido é mamtelo hospedeiro como um mecanismo
de defesa contra a infecgdo malarial (EREL efl8By).

Para compensar o estresse oxidativo gerado pelopséprio metabolismo, o
Plasmodium reduziu sua producdo de espécies reativas deérogiggomecando por um
processo fermentativo para suavizar o dano oxiolatiym destes métodos parece ser o
desenvolvimento de um mecanismo compensatério pandmizar o estresse oxidativo
através da aquisicdo, retencdo e exploracdo de noestaal endosimbidtico das algas
vermelhas, agora chamado de apicoplasto. Estelasibzado proximo a mitocéndria e
parece sintetizar o acido lipdico, que pode sdizatio peloPlasmodiumcomo potente
antioxidante (TOLER, 2005).

No tratamento da maléria a grande geracdo deaiadivres é responsavel pela
diminuicdo da visdo ectOpica e mesopica, podendduievpara cegueira total, devido a
peroxidacdo macica dos lipidios da retina. O datiaiano € mais freqientemente imputado
a cloroquina (um derivado 4-aminoquinoleinico) (VBENRA et al., 2003).

Em pacientes infectados peB. vivax e com deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase, freqientemente € observada hengoleselo sdo tratados com primaquina
(droga de escolha para eliminar formas hipnozaiticRevido ao seu carater oxidante, a
primaquina € capaz de induzir anemia hemoliticaegreestes pacientes. Essa complicacao
causada pela medicacao torna-se mais marcanteeeamendémicas tornando-se necessario
0 uso de testes de triagem a fim de minimizar edgosf deletérios do tratamento (SILVA et

al., 2004).



Akaike e Maeda (2000) afirmam que entender as femgis ERO e ddNO iria
contribuir muito para o entendimento das doenckesamnsas. Neste sentido, a avaliagdo do
estresse oxidativo gerado pelo parasitismo maldmicke ajudar a esclarecer o mecanismo de
atuacado dé’lasmodiume as consequéncias do parasitismo no organismo.

As alteracdes no status redox contribuem paraaasfestacdes da doenca incluindo
malaria cerebral, placentaria, anemia e angustiapiregéria. Estudando-se as
hemoglobinopatias como as talassemias e a aneltifariae, e outros defeitos nas hemacias
que garantem protecdo contra a malaria permiteavakiacado equilibrio fino nas interagbes
redox (BECKER et al., 2004).

Durante a infeccdo malarica, o aumento das ROSsgoegerados podem contribuir
para o dano eritrocitico e a anemia. Griffithsle{2001) observaram que a infeccdo malérica
pode estar associado ao dano oxidativo e a redwscéeserva da-tocoferol na membrana do
eritrécito, sugerindo que a deplecéo de antioxemidcais podem contribuir para a perda de
células vermelhas na malaria grave.

O parasita intraeritrocitico da malaria tem umcantaminho para detoxificacdo pela
formacdo de um cristal dimérico de ferriprotopanfir IX conhecido como hemozoina
(pigmento malarico ou pigmento escuro) que é foamad esquizogonia eritrocitica. A
hemozoina é composta de 65% de proteinas, 16%atiha (ferriprotoporfirina 1X), 6% de
carboidratos e pequena quantidade de lipideosdesaoucléicos. Omodeo-Sala et al. (2001)
mostraram uma grande peroxidacdo lipidica depeadeatd conteldo pré-existente
hidroperéxidos e eficientemente inibido por trifeodfina e por varredores lipofilicos.
Verificaram também que agregados de hemozoina enagitb, baixas concentracbes de
glutationa reduzida e cloroquina sugerem uma muwdangs estados agregados de

ferriprotoporfirina mais ativos como a peroxidacatalitica.



Clark e Cowden (1999) sugerem quéN® gerado pela iINOS pode estar envolvido na
patogenia da maléria. A atuacdo da iINOS no mewholirenal, na funcdo pulmonar, no
sinergismo entre citocinas inflamatérias e a higoyodem ajudar a explicar em nivel
molecular as diferencas encontradas na malérix evalciparum.

Em laboratério, usualmente, faz-se a dosagem wgmaedutos do éxido nitrico como
0s nitratos e nitritos (devido ao curto tempo dietércia doNO) pelo método colorimétrico
de Griess (NICHOLAS; NASON, 1957).

Quando comparados individuos saudaveis e com imakmcontra-se significativa
diminuicdo nos niveis de Superoxido Dismutase, diluta Peroxidase e grande peroxidagao
lipidica nas plaquetas (EREL et al.,, 2001). No itnotule combater o agente agressor, na
explosdo respiratoria ocorre grande producdo décesp reativas de oxigénio conl@.
(oxigénio singlet) que nao é radical livre, poi®iédm um elétron desemparelhado, mas é
altamente reativo.

O conhecimento sobre o estresse oxidativo e anguartancia na infeccdo malarica é
ainda incipiente, pois existem poucos estudos rma.aNas infeccbes causadas pelo
Plasmodium vivaxos estudos sdo ainda mais escassos devido aldhfile de cultivo desta
espécie além de ser uma doenca de curso menos goave citado anteriormente. A malaria
€ uma doenca de grande impacto nas regides trepicaub-tropicais do planeta, como
mostrado na figura 1 (continente africano, conti@eamericano e sudeste asiatico), em
regides onde 0sS recursos sao escassos para o aleseanto de pesquisas sobre a doenca,
levando a deficiéncia de estudos nestes locais acwlee preferencialmente. Os mecanismos
do estresse oxidativo relacionados a plaquetopemairica sdo ainda mais raros, dai a

importancia no desenvolvimento deste estudo.



1.5 Sistemas antioxidantes

A defesa antioxidante é constituida basicamentatdminas e minerais presentes na
dieta e sistemas enzimaticos endogenos. A terafiaxalante parece promissora em atenuar
os efeitos da producédo descontrolada de radicaissliem pacientes graves. Ha, porém,
escassez de evidéncias que definam a melhor foemsuplementacdo e a fase da doenca
adequada para isso. Também os efeitos adversosudese clinico devem ser levados em
conta, pois todo antioxidante pode ter efeito priglante e aumentar a lesdo tecidual.
Portanto, considerando-se os riscos da caréncig,tamabém do excesso, deve-se procurar
nao exceder as quantidades e combinac¢fes precasidadantioxidantes (LEITE; SARNI,
2003).

A alimentacdo € a base para a constituicdo doocerpstabilizacdo do organismo
contra infeccbes e também na suplementacdo domsistntioxidante. Kiszewski e
Teklehainot (2004) afirmam que a desnutricdo paoi@ribuir para a maior gravidade da
endemia maléarica. Eles ainda sugerem que outroslastdevem ser conduzidos para se
detectar a associacao entre desnutricao e a sibdcgde a maléria.

O sistema antioxidante protege os tecidos dososfeios radicais livres. Trés grupos
principais fazem parte deste sistema e sdo cleadifs como antioxidantes primarios,
secundérios e terciarios. O objetivo do antioxidadtestabilizar a molécula por um tempo
mais longo, e neste sentido, ocorre extrema cogferantre seus componentes. Como Varios
deles constituem o sistema redox, a atividade dé adjuvada pela do outro (OLIVEIRA et
al., 2007).

Antioxidante é qualquer substancia que, presentbaxas concentracdes comparado
a um substrato oxidavel, inibe significativamente oxidagdo daquele substrato

(HALLIWELL, 1999).



Os antioxidantes primarios trabalham prevenindéoramacdo de novas espécies
radicalares. Estes antioxidantes atuam converteadadicais livres existentes em moléculas
menos reativas antes que eles possam reagir. NRéas soluveis, isto €, ndo aderidas em
sistemas de membranas, o que |hes faculta atuaitossol, na matriz mitocondrial, nos
peroxissomos e outros compartimentos subcelularepraticamente todos os tecidos. Esta
bem estabelecido que os principais antioxidanteadelulares sdo a superéxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase (HALLIWELL; GEERIDGE, 1990).

A superoxido dismutase (SOD) é uma enzima presemtetodos 0S organismos
aerdbicos, que catalisa a dismutacdo do radicagéréxilo (converte o superoxido em
peroxido de hidrogénio). Existem trés classes gersxido dismutase: Fe-SOD, CuzZn-SOD
e Mn-SOD (LIMA et al., 1992), que atuam conformag&o a seguir:

2H + 20, - O, + HO

A catalase é a enzima inativadora do peréxido ideofénio e estd em maior
concentracdo no organismo. Funciona convertendOxiger de hidrogénio em agua e
oxigénio, numa reacéo sequencial a anterior, cordatemonstrado a seguir:

H.O, - H,O + %Q

A glutationa peroxidase (GPx) representa a protegganica contra a acéo de radicais
livres. Apresenta selénio em sua composicao e aig¢isando a reducdo de hidroperoxidos
organicos e inorganicos (converte peréxido de kg&ind e perdxidos lipidicos em moléculas
inofensivas antes que eles formem radicais liviéga atividade reduz na hipéxia, havendo
aumento da quantidade de radicais livres formadesnte a reperfusdo, quando se
restabelece o nivel elevado de oxigénio (LIMA etE992).

ROOH + 2GSH- ROH + HO + GSSG

As proteinas ligadoras de metais (ferritina e loptasmina) agem limitando a

disponibilidade de P& necessario para a formacdo do radical hidroxilatioXidantes



secundarios atuam como armadilhas aos radicaigemrelo reacoes em cadeia. Podem ser
originarios da dieta como, por exemplo, vitamingaHka-tocoferol), vitamina C (ascorbato),
beta-caroteno, selénio, zinco e magnésio,sdo sintetizados no organismo como o acido
arico, a bilirrubina e a albumina. Antioxidantesctéarios reparam biomoléculas que foram
lesadas por radicais livres. Enzimas reparadord3Nd&® e metionina sulfoxido redutase sao
exemplos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Na atividade de reducdo de uma espécie radioa, liv proprio antioxidante sofre
oxidacao, e para ser regenerado necessita daentéw de outro agente redutor. A vitamina
C (4cido ascorbico), por exemplo, pode regenerarit@mina E, originando o &acido
dehidroascorbico (forma oxidada). Este pode seene@gdo pelo sistema enzimatico da
glutationa, que, por sua vez, exige 0 NADPH comfatoo, no fornecimento de hidrogénios.
O sistema €, assim, estreitamente interligadog t@amtire os componentes do sistema exdgeno,
como entre este e o sistema enzimatico (BIANCHITAINES, 1999).

Existem varias substancias que podem ser aval@atasquantificar os antioxidantes
no organismo (EREL, 2004). Estas substancias poslmmedidas no soro (ou plasma)
separadamente. Halliwell e Gutteridge (1990) comamaan varios antioxidantes que estdo
dispersos no plasma e concluiram que a atividageendie da natureza do estresse pro-
oxidante imposto, sendo dificil determinar qualr@éas importante.

As varias espécies de antioxidantes existentesongsnismos vivos servem para
diminuir o dano causado pelas espécies reativass Bstioxidantes incluem SOD, catalase,
GPx, macromoléculas como albumina, ceruloplasmiiearina além de pequenas moléculas
como &cido ascorbico, alfa-tocoferol, beta-caroteddo Urico e bilirrubina. Devido a
dificuldade da avaliagdo de cada antioxidante iddaimente e as interagcdes entre 0s
diferentes antioxidantes é comumente usada a dosagecapacidade antioxidante total

(CAT), de forma a avaliar o potencial antioxidaditesoro ou plasma (CAO; PRIOR, 1998).



A medida da CAT se baseia na propriedade do soptasma de reduzir um substrato
colorido oxidado, que ao ser reduzido por antiaxies presentes na amostra, muda a
coloracao, que pode ser medida por espectrofot@mBentre os testes para avaliar a CAT,
os baseados na oxidac&do do ABTS tem sido mais amapta usados. Varios estudos tém
relatado uma diminuicdo da CAT sérica ou plasmé&iavarios processos patoldgicos e sua
correlacédo positiva com antioxidantes e negativa catros marcadores do estresse oxidativo
plasmaticos (GHISELLI et al., 2000).

Os tidis (SH) no plasma existem em substanciasao® l[peso molecular como
cisteina, glutationa e albumina. Em geral, 80%ituius livres no plasma estédo contidos na
albumina e tém significante contribuicdo para acajade antioxidante sobre radicais
peroxila (CHUNG et al., 2005).

Erel (2004) formulou uma tabela com a contribuigtimada dos antioxidantes
presentes no soro no teste da CAT. As substanciascentribuicdo proporcional estao
descritas na Tabela 5. A reacdo dos tidis plaspgttom as ERO leva a uma reducao
oxidativa dos tidis. A reperfusédo causa perda dpag SH. Os grupos SH plasmaticos podem
ser medidos espectrofotometricamente apos reagaos¢e-ditiobis-(2-4cido nitrobenzdico)

(DNTB).

Tabela 5: Contribuicdo estimada de antioxidantesemtes no soro no teste da capacidade
antioxidante total.

Antioxidantes presentes no soro  Contribuicdo estantla resposta antioxidante
contra reacgOes de radicais livres (%)

SH total 48,89
Vitamina C 5,00
Acido Urico 3,83
Vitamina E 1,88

Bilirrubina 1,69
Outros 38,71
Total 100

Fonte: Adaptado de Erel (2004).



As proteinas sdo polimeros de aminoacidos, ligatd® si por ligacbes peptidicas
(resultante do enlace do grupo carboxilico de unma&cido ao grupo aminico do outro). A
dosagem das proteinas totais tem importante papelvaliacdo do estado nutricional, na
investigacdo de edemas e para fazer uma estinuiaticapacidade antioxidante do organismo,
pois sdo elementos celulares essenciais que deskampeinimeras funcbes como na
manutencao da presséo coloidosmoética do sangeeyagsrotéica para reparo e crescimento
tecidual, tamponamento do pH sangilineo, transpdde metais, ions, lipideos, etc
(MCPHERSON, 1999).

A albumina € a proteina mais abundante no plasnsntétizada pelas células do
parénquima hepatico e é reconhecidamente antiaeidApesar da albumina néo ligar ferro,
pode ligar ions metalicos como cobre, causandovagdto deste metal pela reacdo com ERO,
protegendo as macromoléculas. O ferro reage n&imaticamente com os tidis do plasma,
principalmente com a albumina, para gerar ERO, pogem levar a uma reducdo da
capacidade antioxidante do plasma e um aumentastzsibilidade de oxidacdo da LDL.
Esta geracdo de radical livre dependente de tiéia pobrecarga de ferro pode ser fator
contribuinte para certas doencas (CHUNG et al.5p00

A dosagem de albumina € utilizada para avaliacdo edtado nutricional e
acompanhamento das doencas renais com proteibaiaestricdo alimentar, embora tenha
sido demonstrado que a pequena ou nula ingest@ootiEinas, por periodos limitados, nao
afeta o nivel normal de proteinemia, a privacdo plasideos por longos periodos (guerra,
pobreza, ignorancia) conduz a franca hipoproteiaeenisuas consequéncias, entre elas o
chamado “edema de nutricdo” (hipoalbuminemia) (LIgtAal., 1992).

O acido urico tem papel fisiolégico como antioxitéaa é formado a partir da xantina

oxidase como produto final do catabolismo das jgti® acido Urico € um acido fraco e nos



fluidos do corpo existe quase que inteiramenteorrad anion urato. Seus niveis séricos estao
relacionados diretamente com a velocidade de suaafdo e inversamente com a velocidade
de excrecdo. E um potente antioxidante especifiotende radicais hidroxila que s&o
ativadores plaquetarios (MULLER; SORREL, 1997).

Griffiths et al. (2001) avaliaram a importancia alfa-tocoferol na infeccao pdr.
falciparum e sua relagdo na prevencdo do estresse oxiddiles. concluiram que a
concentracdo de vitamina E na membrana celulahelasicias parece ser o melhor indicador
da exposicao as ERO que o plasma.

O magnésio (Mg) é o quarto cation mais abundanterganismo e é essencial para
enzimas ligadas a respiracéo celular, glicoliseassporte (através da membrana) de outros
cations como célcio e sédio. O magnésio € essqmamiala preservacao da estrutura molecular
do DNA, RNA e ribossomos. Um terco do magnésio ceéré ligado a proteinas,
principalmente a albumina, outros dois tercos erispredominantemente como ion livre e
um pequeno percentual como complexo de anions. ghé@s# ajuda estabilizar a capacidade
de agregacéao plaquetéria, sendo que sua carémeentuas chances de formacéo de trombos

(DUTRA et al., 2005).



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a relacéo entre o estresse oxidativolacuetimetria de pacientes atendidos
numa Unidade Terciaria de Atencdo em Saude (FMTANHctados com dPlasmodium

vivax

2.2 Especificos

2.2.1 Descrever os niveis de marcadores do estressetiggit@ plasma e nas plaquetas
de pacientes infectados pé&tasmodium vivax

2.2.2 Comparar os niveis de marcadores do estresse igridattre pacientes infectados
com e sem plaquetopenia;

2.2.3 Correlacionar os marcadores do estresse oxidatwn @ plaquetimetria, a carga

parasitaria e o tempo de infeccao.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo de Estudo

Foi um estudo transversal, descritivo e analifie@valiacdo do estresse oxidativo em
amostras de pacientes com malaria vivax.

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica enqgiiea da Fundacido de Medicina
Tropical do Amazonas (FMT-AM) e aprovado (aprovagdd802/2006 em 14 de julho de

2006)conforme anexo A.

3.2 Universo de Estudo

3.2.1 Participantes

Pacientes portadores de sinais e sintomas de maglaei procuraram atendimento na

Fundacao de Medicina Tropical do Amazonas (Unidegteiaria de Atencdo em Saude) com

diagndstico de maléria no periodo de marco a ootude 2006. Foram selecionados

aleatoriamente 86 pacientes com infeccao Rlasmodium vivaxPara malaria, a unidade

também é de atencéo primaria.

3.2.2 Critérios de selecéo de pacientes

- Foram selecionados pacientes que procuraram oufayaen encaminhados para o

atendimento ambulatorial na FMT-AM, maiores de h8sa atendidos com diagndstico



positivo paraPlasmodium vivaxio exame inicial da gota espessa e que concordamam
participar do estudo. Nao foram incluidos no estpacentes que tinham infeccdo mista
(vivax/falciparum), pacientes que tinham comecad®@rapia antimalarica, gestantes e

pacientes portadores de outras doencas detectadizslaradas.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Triagem dos pacientes

[ PACIENTE FEBRIL FMT-AM ]
|

[ LAMINA FI>OSITIVA ] [ LAMINA NIEGATIVA ]

[ CONSULTA E CONVITE PARA PARTICIPAR DO ESTUD@

[ SIM ] [ NAO ]
[ TCLE ASI‘SINADO ] [ TRATAMENTO NORMAL NA FMTAM |

[ COLETA SANGUINEA PARAI ANALISES LABORATORIAIS |
[ MALARI:‘\ VIVAX ] [ PCR CONFIRMATORIO]
[ SEPARACAO lPLASMA E PRP]
| DOSA'GENS ]

Figura 3 — Fluxograma de execug¢éo do estudo.

Os pacientes foram diagnosticados na Geréncia trilda FMT-AM. Foi realizado
0 exame da gota espessa com a coleta de sanglae papiférico para diagndstico do tipo de
malaria e contagem da parasitemia em cruzes.

O resultado do diagndstico é expresso em cruzeseqaine de 100 campos

microscopicos, onde:



Posteriormente, a contagem em frde sangue foi aferida por outro microscopista. A
densidade de parasitas na lamina foi realizadamparcomparacédo da quantidade de parasitas
com 100 células brancas do sangue. O resultadxfoesso em parasitas/mrelacionados a
contagem total dos leucdcitos. A parasitemia fassificada em: baixa, até 15.000 parasitas
por mnT de sangue; média, de 15.001 a 60.000 parasitaspdde sangue; alta, acima de
60.001 parasitas por mirde sangue (ALECRIM et al., 2000). O fluxogramaeslecucdo dos

procedimentos esta esquematizado na Figura 3.

3.3.2 Amostras bioldgicas

Apoés confirmacao da malaria por gota espessatés alo inicio da terapéutica) as
amostras de sangue foram coletadas por puncaoaredanaterial colhido em tubos a vacuo
de coleta contendo anticoagulante EDTA-K citrato-sodico para a realizacdo dos testes
laboratoriais. No sangue colhido com EDTA, foramlimmdas dosagens hematoldgicas e
determinacdo da contagem de plaquetas utilizaramtador hematoldgico automatico (KX-

21N, SysmeX).

3.3.2.1. Obtencéo do lavado de plaquetas

No sangue colhido foram realizadas dosagens hebgatat (contagens plaguetarias)
nos dois tubos no contador automéatico e em seguaaostra do tubo com citrato-sadico foi
centrifugada a 500 rpm, por 10 minutos, para separdo plasma rico em plaquetas (PRP).
Apoés a centrifugacéo, foi retirada uma aliquotaldel e realizada nova contagem de
plaguetas. O sangue que permaneceu no tubo fomemia centrifugado a 2500 rpm, por 10

minutos e coletado o sobrenadante. O PRP foi ®adsf para um tubo plastico cbnico e



diluido em igual volume de soro fisiolégico (NaGd®) e centrifugado a 2500 rpm, por 10
minutos. ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foamteado e descartado, e o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de soro fisioldgico e cemjafio novamente a 2500 rpm, por 10
minutos. O sobrenadante foi decantado e descartadobseqiientemente o concentrado de
plaquetas foi ressuspenso em soro fisioldgico palame equivalente ao volume original de
PRP. A concentracdo de plaquetas foi novamentedaedravés do contador hematologico

automatizado (KX-21N, Sysmex

3.3.3 Andlises hematoldgicas

As amostras de sangue foram processadas inicimeara avaliagdo em
equipamentos de hematologia para a contagem idiagaplaquetas e leucdcitos na FMT-AM

e no laboratério de bioquimica clinica da UFAM.

3.3.4 Andlises bioquimicas

As amostras de plasma colhidas para analise deessst oxidativo foram
encaminhadas imediatamente para seu processaneeh@baratorio de Bioquimica Clinica
do Curso de Farmacia da Universidade Federal dozAnaes. As analises bioquimicas foram
realizadas em um auto-analizador Cobas Mira PRmche corpl). As amostras foram
congeladas a -20°C até a realizacdo das analises.

Foram realizadas dosagens bioquimicas dos seguamtésxidantes: acido urico,
proteinas totais, albumina, magnésio, tidis totalsrubinas, zinco, glutationa peroxidase da
capacidade antioxidante total e também foram fettasagens de oxidantes presentes

malondialdeido, peroxidos (capacidade oxidantd)todaticorpos anti-LDL eletronegativa e



a determinacdo derivados do 6xido nitrico — nitetaitrato (NOx) foram realizados na

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universiia@gio Paulo (FCF/USP).

3.3.4.1Peroxidos Totais (Capacidade Oxidante Total)

Para a determinacdo da concentracdo de peroxithis too plasma foi utilizado o
método automatizado de Erel (2005) adaptado pasato-analisador Cobas Mira pius
(Roché). Os oxidantes presentes nas amostras oxidam pleomion ferroso-o-dianisidina
a ions férricos. A reacdo de oxidacdo € aumentadampléculas de glicerol, que estéo
presentes no meio reacional. Os ions férricos forme complexo colorido com o xilenol
orange em meio acido. A intensidade da cor medigaatrofotometricamente é proporcional
a quantidade de moléculas oxidantes presentes ostramO teste foi calibrado com peréxido
de hidrogénio e os resultados foram expressos enosede equivalentes micromolares de

peroxido de hidrogénio por litrunol/L).

3.3.4.2Malondialdeido (MDA)

A dosagem dos niveis plasmaticos e plaquetariosalendialdeido foram realizadas
segundo Arguelles et al. (2004). Para determinai@® niveis de MDA adicionaram-se
10QuL de amostra a 1mL de uma solugdo contendo acidrtracético a 15%, acido
tiobarbiturico a 0,38% em acido cloridrico 0,25Mt&mistura foi entdo aguecida em banho-
maria por 30 minutos, e depois centrifugada. A di#stia do sobrenadante foi medida a
535nm. A concentracdo das amostras foi determiagmatir da leitura de uma amostra com

concentracdo conhecida (padréo) de malondialdedgonal/L.



3.3.4.3Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A caracterizacdo da atividade antioxidante folizada pelo método
espectrofotométrico descrito por Erel (2004), nalge estima a capacidade antioxidante
total (CAT) do plasma baseado na oxidacao do ABTS azinobis 3-etilbenzeno-tiazolina-
6-sulfonato) em relacdo ao TROL®Xanalogo hidrossoltvel da vitamina E). Uma
quantidade de 0,384g de ABTS foi dissolvida em 10@magua deionizada para produzir
uma concentracdo de 7mM. O cation radical ABTS (8B Pproduzido por reacdo da solucéo
estoque de ABTS com persulfato de potassio 2,45cavicentracao final) e deixada a
mistura ao abrigo da luz e a temperatura ambiestd p 16 horas antes do uso. Para o estudo
das amostras, a solugdo estoque de ABJdi%dicionada de salina tamponada com fosfato
(5mM, pH 7,4) para uma absorbancia de 0,70 a 73Bapois da adi¢cdo de 1mL de ABTS
para 1QIL de amostra, a absorbancia lida foi feita 10 nuawpos a mistura. Foi utilizada

uma solucéo com concentragdo conhecida de TRGL®¥o padrio.

3.3.4.4Tiois totais

A concentracdo de tidis foi determinada pelo métdescrito originalmente descrito
por Ellman e modificada por Hu (1994) e adaptada patomacédo em analisador bioquimico
por Costa et al. (2006). No método de Ellman modifo por Hu os tidis interagem com o
acido 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoico (DNTB), form@m &nion colorido com pico maximo em

412nm (e412=13.600Ncm™).

3.3.4.5Proteinas totais



A concentracdo de proteinas totais foi determirmmmtanétodo colorimétrico. Os ions
cobre (CG") em meio alcalino (Reagente de biureto) reagem asiigacdes peptidicas das
proteinas plasmaticas formando a cor puarpura, guoe dbsorbancia maxima em 545nm,
proporcional & concentracdo das proteinas na am@stm método direto e rapido que tem
elevada sensibilidade, associada com uma espdaifieida reacdo de biureto que € uma das
reacdes mais simples e exatas para determinaca@rdeesinas em liquidos biologicos.
Misturou-se 2QL de amostra e 1mL de reagente biureto (contendodxido de sodio
600mmol/L, sulfato de cobre 12mmol/L), e incubou®e37°C durante 10 minutos.
Determinou-se a absorbancia em 545nm e o resuft@adexpresso em g/dL. (BURTIS;

ASHWOOD, 1986)

3.3.4.6Albumina

A concentragdo de albumina foi determinada poodtétolorimétrico. A solucdo de
verde bromocresol tamponada em pH 4,0 reage ega@cdnte com albumina, formando um
complexo corado de cor verde que é lido em 630nrfiltoa vermelho. Nesse comprimento
de onda nao ha interferéncia de bilirrubina ou hglalmna em concentragcdes moderadas. A
albumina tem a propriedade de se ligar a uma graadiedade de anions organicos e
moléculas complexas de corantes. O sistema de éwedie baseia no desvio do pico de
absortividade maxima de um corante complexo (vdedbromocresol) quando este se liga a
albumina. A cor formada & medida colorimetricamesetgire 620 e 640nm, sendo
proporcional a quantidade de albumina na amostistukdu-se 1,0mL de reagente de cor
(tampao 60mmol/L, pH 3,8; verde de bromocresol . 83@/L e Brij 35>6,0mmol/L) e

0,01mL de amostra e ap6s 2 minutos, determinowssabaorbancias em 630nm ou filtro



vermelho (600 a 640) e o resultado expresso em. giBARTHOLOMEW; DELANEY,

1966).

3.3.4.7Acido Urico

A concentracdo de acido urico foi determinada psétodo enzimatico de trinder para
determinacao do acido urico por reacdo de pon&d ém amostras bioldgicas. O acido Urico
€ oxidado pela uricase a alantoina e peréxido ded¢génio. O perdéxido de hidrogénio, na
presenca de peroxidase, reage com DHBS e a 4-amipicaa, formando o cromogénio
antipirilquinonimina. A intensidade da cor vermelfioamada é diretamente proporcional a
concentracdo de &cido urico na amostra. Colocdlrde de reagente de trabalho (tampéo
80mmol/L pH7,0; 4-aminoantipirina 0,7mmol/L, DHTS2nmol/L, peroxidase 13300 U/L,
uricase 100 U/L, azida sodica 0,8 mmol/L e octitlepolioxietanol 1 g/L) e 0,02mL de
amostra. Misturou-se e incubou-se em banho-ma3i&’@ durante 10 minutos. Determinou-
se as absorbancias do teste em 520nm ou filtrcev@r8l0-540), o resultado expresso em

mg/dL (DUNCAN et al., 1982).

3.3.4.8Magnésio

A concentracdo de magnésio foi determinada peldoécolorimétrico de Mann e
Yoe. Os ions magnésio produzem um complexo conadmeio alcalino, frente ao corante de
Mann e Yoe. Os ions magnésio reagem com o magfonadb (cor azul) em meio alcalino
formando um complexo de cor résea que é proporcimgantidade dos ions magnésio na
amostra. Adicionou-se 2,0mL de reagente de usgp@ard00mmol/L, carbonato de potassio

153mmol/L, pH 11,5; azida sd6dica 15,4mmol/L e magaifonado 0,1g/L) e 0,02mL de



amostra. Misturou-se, e apos 2 minutos determieoassabsorbancias dos testes em 505nm

ou filtro verde (500 a 540) e o resultado expresaanEg/L (MANN; HOE, 1956).

3.3.4.9Bilirrubinas

As concentracdes das bilirrubinas foram deternasgoelo método Sims-Horn. No
sistema para a determinacéo das bilirrubinas daetdal em amostras bioldgicas por reacéo
de ponto final. A bilirrubina foi dosada por diaagdo e formacao de azobilirrubina vermelha
com absorcdo maxima em 525nm. A bilirrubina difeliglicuronideo) foi dosada em meio
aquoso, enquanto a total (direta e indireta) faadia por acdo de potente solubilizador de
acdo catalisadora. A intensidade da cor € propuwatiao teor de bilirrubina sérica e o
resultado foi expresso em mg/dL. Na metodologia sSitarn usa-se acido sulfanilico
5,75mmol/L, nitrito de sodio 72,5mmol/L e estalatior. Misturou-se 1,8mL de acelerador
(cafeina 130mmol/L, benzoato de sédio 260 mmolitetato de soédio 460 mmol/L e
surfactante), 0,15mL diazo reagente e amostra Q,G&ra bilirrubina total. Para bilirrubina
direta substituir o acelerador por agua destildisturou-se e apés 5 minutos, determinaram-
se as absorbancias das bilirrubinas direta e émab25nm ou filtro verde (500 a 540). A
bilirrubina indireta foi obtida pela diferenca entis bilirrubinas total e direta (SINS; HORN,

1958).

3.3.4.10Zinco

O zinco presente na amostra é quelado pela 5-BSPARB-bromo-2-piridilazo)-5-

(N-propil-N-sulfopropilamino)-fenol presente no geate kit Randox Laboratories HdA

formacéo do complexo é medida em 560nm (SAITO.el1882; HOMSTER; ZAK, 1985).



3.3.4.11 Anticorpos anti-Lipoproteina de Baixa Ddade Eletronegativa

As concentracdes de Ac anti-Lipoproteina de Baigadidade Eletronegativa (LDL
Lipoproteina Baixa Densidade Eletronegativa nafiuBLn) e a propor¢cdo LDL-/LDLn
foram determinadas segundo Damasceno et al. (280&)liveira et al. (2006). As
concentracdes de LDIno plasma foram determinadas por ELISA usando ntioapo anti-
LDL" monoclonal humano (mAb3D1036). Sucintamente, opp&&s da placa de ELISA
foram cobertos com 50uL de mAb3D1036 em tampéaoadkooato-bicarbonato (pH 9,4,
0,1M) e incubou-se durante a noite a 4°C. Depoited@eriodo, foram realizadas trés
lavagens com tampdes especificos e incubados -cameptesidina-peroxidase-HRP
conjugado entre as lavagens (Tressgen Biotechmsldgprp.) por 1h a 37°C. Para tornar as
leituras de luminescéncia possiveis, foi adicionadeguinte: luminol (2.3nM), piodophenol
(0.9mM) e peroxido de hidrogénio (3,0nM). A intafegle de quimioluminescéncia foi
determinada usando um leitor de microplacas imadiante (LumiCount, Packard
Medriden, CT, o E.U.A.) (DAMASCENO et al., 2006; MEIRA et al., 2006). Este ensaio
foi realizado no Laboratorio de Oxidacdo de Lipophoas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&ao Paulo, cartabaracao e supervisdo da Profa. Dra.

Dulcinéia Saes Parra Abdalla.

3.3.4.12 NOx (Nitrato e Nitrito)

A dosagem déNO foi determinada através do analisadorni®@ (NOA™ Sievers

Instruments, Boulder, CO) que utliza deteccdo pmpmimiluminescéncia, através do

decaimento do radical diéxido de nitrogénio tripléX O, ) formado pela reacdo do;@m o



‘NO presente. A quantificagdo O liberado, expresso em pmoles, foi determinadevés

de uma curva de calibracdo plotada a partir de NaNtizando cloreto de vanadio como
agente redutor (LIMA; ABDALLA, 2001). Este ensaioi frealizado no Laboratério de
Oxidacao de Lipoproteinas da Faculdade de Ciém@avacéuticas da Universidade de Sao

Paulo com a colaboracéo e supervisdo da Profalidteinéia Saes Parra Abdalla.

3.3.4.13 Glutationa Peroxidase (GPx)

Os niveis de Glutationa Peroxidase foram deternomath plasma e no lavado de
plaguetas utilizando a metodologia de Paglia e ntele (1967) (kit Randox laboratories
Ltd"). Neste método a GPx catalisa a oxidacéo da ginea(GSH) com 6xido hidrocloroso
de cumeno. Em presenca de glutationa redutase ePNAR glutationa oxidada (GSSG) é
imediatamente reduzida com concomitante oxidacablABPH a NADP, produzindo um
decréscimo na absorbancia em 340nm. A absorbéocideterminada apos 1, 2 e 3 min.

(PAGLIA; VALENTINE, 1967).

3.3.5 Confirmacao da Malaria

As amostras colhidas para analise foram encamishzata confirmacéo da espécie de
Plasmodiune/ou verificacdo de possiveis infecgcdes mistasngogenham sido detectadas no
exame de gota espessa. Apesar do método da getsaser considerado como padrao-ouro,
€ usual a utilizacdo da confirmacéo por Reacéo adei@ da Polimerase (PCR) em trabalhos
cientificos, por este apresentar maior sensibigd&dconfirmacao ocorreu no Laboratério de
Biologia Molecular da Geréncia de Malaria da FMTAdnforme metodologia proposta por

SNOUNOU et al.(1993 a, b).



3.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados e apresentanno médias + desvio padréo.
A hipotese de igualdade de duas médias foi vedéidazendo uso do testele Student para
as variaveis com distribuicdo normal e teste de riviAthitney para as dosagens e/ou
parametros que ndo passaram no teste de normafldaldeogorov-Smirnov) analisados pelo
programa Epi Info 3.3 (CDC/Atlanta). As correlac@dre as variaveis foram realizadas
utilizando os testes de Pearson ou Sperman pams datamétricos e ndo-parametricos,

respectivamente. O nivel de significancia consdiegzara os testes foi de p<0,05.



4 RESULTADOS

Foram avaliados 86 pacientes infectados Rlasmodium vivaxsendo 60 do género
masculino e 26 do género feminino. As idades vamade 18 a 60 anos, com média de 37,3
anos. O tempo médio de infeccéo foi de 4,9 diasamdo de 1 a 15 dias. Foi verificada
parasitemia média de 3.070 parasitos’mm

Com relacéo a plaquetimetria, 62 pacientes (72%gsaptaram contagem abaixo de
150.000 plaquetas e 24 (28%) tinham plaguetimet@@or ou igual a 150.000 com uma
plaquetimetria geral média de 122.700/{88.000 a 252.000/mih As caracteristicas gerais

dos pacientes participantes do estudo estdo apaedsasma Tabela 6.

Tabela 6: Caracteristicas gerais dos participatdesstudo infectados comPtasmodium

vivax (n=86).
A Plaquetimetria/mm
Parametros <150.000 ~150.000 Total p
Idade (anos) 37,1+£11,2 37,8+9,2 37,3+10,6 4D,8
Tempo de infecgéo (dias) 52+35 4,3+3,7 435+ 0,076

Parasitemia (parasitos/mjm 3.400 +5.376  2.034+2.923  3.070 + 4.909 0,308

Nota: Os resultados estéo apresentados como méidisvio padréo.
Teste Mann-Whitney

O grupo estudado constituiu-se de 20 (23%) prinectaidos e 66 (77%) nao-
primoinfectados. POde-se verificar que ndo houterehica entre os grupos com relagcdo ao
tempo de infeccdo e a parasitemia, porém houveedifa significativa na plaquetimetria

conforme mostra a tabela 7.



Tabela 7: Plaquetimetria, tempo de infeccéo e fiamam em pacientes primoinfectados e
nao-primoinfectados com maléria vivax (n=86).

Variavel Primoinfectados N&o-primoinfectados p
Plaquetimetria (x10mnr) 96,6 + 53,0 130,6 + 48,2 0,008*
Tempo de infecgéo (dias) 56 +3,8 4,8 +3,5 0,371*
Parasitemia (parasitos/mm 2288 *+ 2540,1 3277,2 +5367,3 0,742**
Nota: Os resultados estdo apresentados como mélgisvio padréo.

*Testd

*»*Teste Mann-Whitney

Diferencas significativas entre os grupos foram eolldas nas dosagens de
bilirrubinas (total, direta e indireta), malondiaido, LDLn e na proporcédo de LDILDLN

(Tabela 8).

Tabela 8: Niveis plasmaticos de antioxidantes ie@ubres de estresse oxidativo de pacientes
plaquetopénicos e ndo-plaquetopénicos com maléax \n=386).

Dosagens Plaquetopénicos Nao-Plaquetopénicos p

Acido Grico (mg/dL) 3,68+1,0 4,05+1,2 0,331*
Proteinas (g/dL) 6,66 £ 0,5 6,74+0,8 0,698*
Albumina (g/dL) 3,56+04 3,74+04 0,143**
Magnésio (mg/dL) 2,57+0,3 2,58+04 0,959*
CAT (mEg/TROLOX) 1,28 +0,3 1,28 +0,3 0,971*
SH (umol/L) 0,24+0,1 0,27 £0,1 0,179**
Bilirrubina total (mg/dL) 1,13+£0,7 0,64 +0,2 QL
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,33+0,3 0,16 +0,1 oap**
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,8+0,5 0,5+0,2 0Q4**
Zinco (umol/L) 452+13 4,35+1,3 0,701*
Perdxidos gmol/L) 23,14+ 11,6 23,97 £8,9 0,785*
GPx (U/L) 221,43 +62,3 246,81 £ 100,5 0,516**
MDA (umol/L) 357+24 252+04 0,033**
Ac anti LDL (abs) 0,2+0,1 0,2+0,1 0,992*
Ac anti LDLn (abs) 0,1+0,0 0,04 £0,0 0,040*
LDL/LDLnN 4,01+28 6,40 £ 3,1 0,019**
NOXx (umol/L) 1255+129 14,83 + 20,1 0,915**
Nota: Os resultados estéo apresentados como méidisvio padrédo

*Testd

*»*Teste Mann-Whitney



O resultado da dosagem bioquimica de MDA plasmatios grupos plaquetopénicos

e nao-plaquetopénicos estdo mostrados no Grafico 1.
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Grafico 1. Niveis plasmaticos de malondialdeido @jRle pacientes ndo-plaquetopénicos
(NPLT) e plaquetopénicos (PLTP) com malaria vivax(,033, teste Mann-Whitney).

Nas dosagens realizadas nas plaquetas ao agrupsipseientes em plaquetopénicos

e nao-plaguetopénicos foram verificadas diferesgasficativas entre os grupos (Tabela 9).

Os pacientes plaquetopénicos apresentaram nivéifDdee GPx mais elevados que os néo-

plaguetopénicos. O resultado da dosagem bioquid@aglutationa peroxidase nas plaquetas,

nos grupos plaguetopénicos e ndo-plaquetopénités e®strados no Grafico 2.

Tabela 9: Niveis plaquetarios de antioxidantesleauores de estresse oxidativo de
pacientes plaguetopénicos e ndo-plaquetopénicosraléria vivax (n=50).

Dosagens Plaquetopénicos N&o-Plaguetopénicos p
MDA (nmol/10°plt) 119,4 + 117 30,4 + 26 <0,001
GPx (U/10plt) 7,21+6 1,92+0,7 <0,001

Nota: Os resultados estéo apresentados como méidisvio padrédo
Teste Mann-Whitney
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Grafico 2. Niveis plaquetarios de glutationa petase (GPx) de pacientes néo-
plaguetopénicos (NPLT) e plaquetopénicos (PLTP) coataria vivax (p<0,001, teste de
Mann-Whitney).

Foi verificada diferenca significativa na dosageimgbimica de malondialdeido nas
plaquetas, entre os grupos plaquetopénicos e madoigtopénicos e o0s resultados estao

apresentados no Grafico 3.

60 1
40 A
s
o
i
3 .
= 20 —{
£
< - ——
@)
= ——
C x
NPLT PLTP

Grafico 3. Niveis plaguetarios de malondialdeidgdeientes ndo-plaquetopénicos (NPLT) e
plaguetopénicos (PLTP) com malaria vivax (p<0,@84te Mann-Whitney).



Diversas correlacdes foram observadas entre osediés parametros avaliados e os
principais resultados estdo apresentados nos ggafie 4 a 11. As correlacdes estao
apresentadas com a melhor reta e o intervalo deanga de 95%.

Foram verificadas correlagbes negativas entre guptanetria e o tempo de infecgao

(Grafico 4) e entre a parasitemia e a plaquetiaé®rafico 5).
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Gréfico 4. Correlacdo entre o tempo de infeccdasjde a plaquetimetria (x ¥0L) de
pacientes com malaria vivax.
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Gréfico 5. Correlagdo entre a plaquetimetria (/I e a parasitemia (parasitos/mL) de
pacientes com malaria vivax.



A dosagem plaquetaria de malondialdeido correlaciese negativamente com a
plaguetimetria (Grafico 6) e positivamente com mge de infec¢cdo (Grafico 7) e com a

parasitemia (Grafico 8).
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Gréfico 6. Correlacdo entre os niveis de MDA plaéie (nmol/16plt) e a plaquetimetria
(x10*uL) de pacientes com maléria vivax.
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Gréfico 7. Correlacdo entre o tempo de infeccdasjde a dosagem de MDA plaquetéario
(nmol/10plt) de pacientes com malaria vivax.
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Grafico 8. Correlacédo entre a parasitemia (pargpitp) e a dosagem de MDA plaquetario
(nmol/10plt) de pacientes com malaria vivax.

A dosagem plaquetaria de glutationa peroxidaseelamionou-se negativamente com

a plaguetimetria (Gréfico 9) e positivamente cotaropo de infecgéo (Grafico 10).
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Gréafico 9. Correlacdo entre os niveis de GPx pldgioe (U/10plt) e a plaquetimetria
(x10%/uL) de pacientes com maléria vivax.
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Grafico 10. Correlacdo entre o tempo de infeccaasjde a dosagem de GPx plaquetéario
(U/10°plt) de pacientes com malaria vivax.

Houve uma correlacdo estatisticamente significagv@ositiva entre as dosagens

plaquetarias de MDA e GPx (Grafico 11).
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Gréafico 11. Correlacdo entre a dosagem de MDA m&gio (nmol/1bplt) e a GPx
plaquetéaria (U/1%lt) de pacientes com malaria vivax.



Foi verificada correlacdo positiva entre as dosagEnCAT e o acido urico (Grafico

12).

<

o

-

o

x

5] |

W 1.0+ n=>50

= - o r=0,475

S 08 . p <0,001

: [ ]
®
0,6

T T T T T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8

Acido Urico (mg/dL)

Grafico 12. Correlacdo entre a os niveis plasmate acido urico (mg/dL) e os niveis
plasmaticos da capacidade antioxidante total (MEQOOX) de pacientes com maléaria
vivax.

Houve correlagdo positiva entre as dosagens degtioiacido urico (Gréafico 13).
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Gréfico 13. Correlacdo entre a 0s niveis plasmsgtob® acido drico (mg/dL) e os niveis
plasmaticos de tiois (umol/L) de pacientes com realavax.



Foi verificada importante correlacdo entre as desagla CAT e o zinco (Grafico 14).
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Grafico 14. Correlacdo entre a os niveis plasmsitida capacidade antioxidante total
(mEQ/TROLOX) e zinco (umol/L).



5 DISCUSSAO

A plaquetopenia € um dos principais achados e komgao freqliente na doenca
malarica (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2005). Este @ achado comum em infec¢des
malaricas e eventualmente € usado como diagnddifieencial em regides ndo-endémicas
para descartar a malaria do viajante como sugexial et al. (2004). Dentre os pacientes
plaquetopénicos 31 (50%) apresentaram plaquetineienor que 100.000/nire 4 (6,45%)
apresentaram plaquetopenia grave (<50.006jmm

Uma revisdo do estudo das plaquetas em pacieptesncalaria foi apresentada
recentemente por Lacerda (2007) em sua tese derdmeénto, na qual foi apresentada uma
revisdo sistematica de estudos que avaliaram agemt de plaquetas, em pacientes com
malaria. Nos 23 estudos apresentados, a plaguéop@nsempre o achado destacado,
usando-se como critério de plaquetopenia a contag&i.000AL.

Dentre os pacientes analisados 23% eram primoadest e a plaquetimetria
encontrada foi mais baixa nestes pacientes emarelags que ja tiveram eventos malaricos
prévios, com uma diminuicdo média de cerca 25%omagem de plaguetas nos pacientes
plaquetopénicos, como mostrado na tabela 7. Issie ger justificado porque pacientes
imunes tém uma malaria tipicamente menos graveogugo-imunes, devido a exacerbacao
do sistema imune nestes pacientes (SUH et al.,)2004

Nossos resultados mostraram que a plaquetimetrielacionou-se negativamente
(r=-0,230) com o tempo de infeccdo (Grafico 4). érelacdo negativa significa que a
contagem de plaquetas diminui a medida em que pdeata infeccdo aumenta. A tendéncia
encontrada no tempo de infeccdo entre plaquetop®roc nédo (p = 0,076) pode estar

relacionada unicamente ao tempo de exposicdo @sif@arja que o grupo plaquetopénico



teve, em média, um dia a mais de exposicdo emaelag outro grupo (Tabela 6). Também
foi verificada correlacdo negativa entre a plaguetiia e a parasitemia (r=-0,259) (Grafico
5).

Foram verificadas diferencas significativas erdsegrupos plaguetopénicos e néo-
plaguetopénicos nas dosagens das bilirrubinasd®segem de MDA (Grafico 1) e, de LDL
nativa onde os niveis foram maiores nos pacienegguptopénicos. Niveis aumentados de
produtos da peroxidacao lipidica e indicadores steegse oxidativo foram observados em
outros estudos em heméacias parasitadasPpofalciparum (WOZENCRAFT, 1986),P.
vinckei (BUFFINTON et al., 1988),P. berghei (NAIR et al.,, 1984),P. chabaudi
(NACKOMCHAI et al., 1992) eP. knowlesi(BEAUMELLE; VIAL, 1986). Também foi
verificada a presenca de estresse oxidativo enooestudos corR. vivaxcomo Sarin et al.
(1993), Erel et al. (1998), Yazar et al. (2004pd&l et al. (2007).

O MDA produz aumento, independente, da parasitenaa dosagens plasmaticas
conforme observou Sarin et al (1993), fato tambéservado em nosso estudo onde néao foi
observada correlacdo estatisticamente significaiviee os niveis plasméaticos de MDA e a
parasitemia (p=0,512, r=-0,100), Apesar disso, t&dp considerado que 0 aumento
significativo de MDA durante a maléria pode seride\a ativagéo do sistema imune e devido
a liberagcdo de anion radical superéxilorante a degradacdo da hemoglobina pelo parasito
(SOHAIL et al., 2007). Ja foi mostrado também queofpzoito deP. falciparuminfectando
as hemacias humanas produiDkle, consequientemente, Ot¢rca de duas vezes mais que o
eritrocito normal (NATHAN et al., 1979).

A diferenca observada entre os grupos na dosagasmgtica de bilirrubinas deve-se
ao fato desta ser um produto de hemdlise mostrgndoa ocorréncia de hemdlise foi mais
intensa nos pacientes plaquetopénicos (Tabela &)edtudo de Raposo et al. (2007) foi

verificada alteracdo de bilirrubina total > 5mg/@lém da plaquetopenia e outras alteragdes



clinicas em pacientes atendidos com malaria vigantana e Alecrim (2007) encontraram
bilirrubinas alteradas acima de 7mg/dL em pacieten metemoglobinemia que foi
relacionada com a utilizacdo de agentes oxidardges,sua maioria medicamentos. A
bilirrubina, além de funcionar como marcador de 6lege fisiologica, também tem
contribuicdo antioxidante secundaria no organismOESILKAYA et al.,, 2000;
HAMMERMAN et al., 2002). Erel (2004) mostrou quéidirrubina contribui com 1,69% da
capacidade antioxidante total do plasma e que strastancias como o acido urico também
contribui de maneira efetiva (Tabela 5).

No presente trabalho ndo foi encontrada diferergaficativa na dosagem da CAT
entre os pacientes plaquetopénicos e ndo-plaquetogé Apesar deste dado ndo ter sido
mostrado anteriormente na literatura, isto podeegeficado pelo fato de existirem varios
mecanismos compensatorios para manter os nivé&f\deconstantes. Também, as dosagens
de tidis totais e acido urico ndo se mostraramaaltes. No estudo de Pabon et al. (2003), nédo
se observaram diferencas entre pacientes infectamlosmalaria e néo-infectados. Apesar
disso, parece haver, como relatado na literaturag unteragdo entre os diferentes
antioxidantes, como foi observado no presente ltrab&oi verificada correlagéo positiva nas
dosagens plasmaticas entre a CAT e o acido Uric@,@p1, r=0,475), entre os tidis e 0 acido
arico (p=0,004, r=0,397) e entre a CAT e o zince (1004, r=0,394). Estes achados
corroboram a tabela proposta por Erel (2004) dariboigcdo antioxidante. Todas estas
dosagens estao inter-relacionadas, sendo esparadprgsentem correlagdes positivas.

A LDL", representa uma fracdo mais eletronegativamemtegea@a da LDL, e tem
sido relacionada ao aumento do risco cardiovaseufavde ser um biomarcador do estresse
oxidativo endégeno (DAMASCENO et al., 2006 e OLIYA et al., 2006). No presente
trabalho, foram quantificados no plasma os nivaeisAd-antiLDL e Ac-antiLDLn. Os

resultados também foram expressos como relacde estdois tipos de anticorpos. Quando



analisado isoladamente, ndo houve diferenca nassndle Ac-antiLDL entre os pacientes
com ou sem plaquetopenia. Contudo, quando estes ridram expressos em relacdo aos Ac-
antiLDLn (ndo-eletronegativa), o valor da relacdoi fmais baixo nos pacientes
plaguetopénicos, isto porque os niveis de Ac-antib@oi mais elevado 2,5 vezes nestes
pacientes. Isto pode ser explicado, em parte, yaregbacédo da resposta imune nos pacientes
plaguetopénicos (Kelton et al., 1983). A dosagenilde™ ou dos seus anticorpos ainda nao
tinha sido estudada na infeccdo maléarica. Por iesito pouco se conhece a respeito deste
marcador na infeccdo. A analise dos resultados aguesentados sugere um maior
aprofundamento sobre o papel da oxidacdo ou etgetivacédo da LDL na malaria, e 0 uso
de sua dosagem direta ou dos seus anticorpos carcadores do estresse oxidativo nesta
doenca.

Foram também realizadas nas plaguetas as dosagelA e GPx de forma a
avaliar o desequilibrio entre substancias oxidaatastioxidantes e seus efeitos diretamente
na contagem das plaquetas de pacientes infectado® pvivax Conforme apresentado na
Tabela 9, os resultados das dosagens foram conmgaesdre 0s grupos plaquetopénico e
nao-plaquetopénico. Os pacientes plaquetopénicesemtaram niveis mais elevados tanto de
MDA como de GPx, quando comparados com 0s pacieateplaguetopénicos.

O MDA é um produto secundario da peroxidacao lgaidEste tem sido amplamente
utilizado na literatura como um marcador enddgenoedtresse oxidativo em diferentes
sistemas biologicos e doencas de origem infecciesacrénico-degenerativas. As
concentracdes de MDA podem ser dosadas pela sté&oream o 4cido tiobarbitdrico, reacao
esta conhecida como “TBARS - thiobarbituric acidbsgtances”. O complexo TBA-MDA
formado pode ser guantificado em amostras biolégwar espectrofotometria, como foi
realizado neste trabalho, ou por métodos mais spe@Gomo cromatografia liquida de alta

eficiéncia. Niveis elevados de MDA sado indicativde maior geracdo de EROs e,



consequentemente, de estresse oxidativo. O aurdendDA observado nas plaquetas de

individuos com malaria e plaquetopenia sugere umeato da producdo de EROs ou da
exposicdo das plaquetas a estas moléculas. Istobooa a etiopatogénese da doenca ja
descrita, por exemplo, as hemacias, as quais ss&oexpostas ou susceptiveis a oxidacao
mediada por radicais livres. Os niveis de MDA s&riaumentados na malaria vivax ja foram
descritos em outros estudos de Yazar et al., 20Bfeket al., 2001. Nanda e Das (2000)

verificaram que na maléaria falciparum aguda o phkasparece conter substancias proé-
oxidantes que podem contribuir para 0 estresseatwad extracelular nas hemacias

parasitadas ou néo.

Nos testes de correlacdo, o MDA plaquetario correfeu-se positivamente com o
tempo de infeccdo (r=0,415) conforme apresentadoGréfico 7 e com a parasitemia
(r=0,595) mostrado no Grafico 8. Este também caciehou-se negativamente com a
plaquetimetria (r = -0,701) como mostrado no Grafic As concentracfes plaguetarias de
MDA também correlacionaram-se positivamente comasagitemia o que corrobora a
hipotese da producédo de EROs pelo parasita.

A GPx é a enzima-chave no sistema redox da glatati@sponsavel pela reducéo dos
hidroperoxidos. GPx é requerida pela GSH como gatbstpara inativagdo por radicais
hidroxila e superéxido (BLUM; FRIDOWICH, 1995). Alugationa, juntamente com a
catalase, tem a capacidade de eliminar o peréxadaidtogénio intracelular, porém a GPx é
preferida para eliminar baixas concentracées ¢@..HA glutationa peroxidase tem sido
estudada em infecg6es malaricas (GAMAIN et al. 61#REL et al., 2001). Um dos achados
desses estudos foi que o aumento da GPx ocorrelgéaieita a suplementagdo com selénio.
Também foi observado aumento da atividade GPx quasdparasitos sao submetidos a
estresse oxidativo experimental (GAMAIN et al., 82Como os eritrocitos sao incapazes de

produzir novas proteinas, estes resultados sugeexisténcia de GPx parasitaria dependente



de selénio. No estudo realizado por Bozdech e @rgsf2004) no transcriptoma durante o
ciclo intra-eritrocitico da malaria falciparum, ni@sam que a transcricdo é coordenada com a
participacdo de muitos genes e que ocorre um dgsindo utilizam glutationa e tioredoxina
como antioxidantes em que estes sao transcrites dot genes de elementos que controlam
0s substratos sao transcritos.

No presente trabalho foi verificado um aumento teidade GPx nas dosagens
plaquetarias (Grafico 2). O aumento da atividadeGdRx no estresse oxidativo esta em
consonancia com os achados de Pabon et al. (20@8),se verificou ainda aumento de SOD
e catalase. Estes trabalhos sugerem que o aumer@®xl poderia proteger os pacientes do
desenvolvimento das complicacbes malaricas. A dwsaglaquetaria de GPx e sua
correlacdo positiva com a parasitemia (p=0,058D,3@89), e com o tempo de infeccao
(r=0,585) apresentada no Grafico 10, e negativa @giaquetimetria mostrada no Grafico 9
(r =-0,737), indicam que os niveis plaquetario$iRx parecem responder a um aumento do
estresse oxidativo ocorrido na infeccdo malarist. também sugere que a GPx pode exercer
um papel importante na defesa antioxidante nasuptag e poderia ser utilizada como um
marcador deste processo. Os resultados tambémamosgtie mecanismos plaguetarios de
ajuste ficam exacerbados quando ocorre diminuiedsua contagem absoluta das plaquetas e
0 tempo de exposicdo favorece o seu aumento. Ciantente ao nosso achado, outros
trabalhos como o de Sarin et al. (1993) detectasucdo de GPx nos lisados de hemacias
de pacientes infectados cdtmvivax acompanhado de aumento da parasitemia.

A diminuicdo no nimero de plaquetas na malariees®t causada pelo aumento nas
fungBes plaquetarias, fagocitose plaquetéaria, fodmansuficiente, bem como pelo estresse
oxidativo gerado pelo parasito e pelo préprio oigrao (KUMAR; SHASHIREKHA, 2006).
Durante a progressédo da doenca, o organismo podefeeder da agressdo mediada pelos

radicais livres utilizando as reservas de antioxieede baixo peso molecular ou aumentando



a atividade de enzimas envolvidas nos processodetiificacdo das espécies reativas
geradas, por exemplo, o aumento da atividade da GRxesente trabalho apresenta alguns
dados inéditos como a correlacdo negativa enttacugtimetria e glutationa peroxidase nas
plaguetas e o aumento dos niveis plaquetarios ceeGWDA em pacientes plaquetopénicos

com malaria vivax. Também foi verificada uma focrelacdo positiva entre estes dois

indicadores (r=0,961) como mostrado no Grafico Abalisando conjuntamente estes

resultados, ambos demonstram o aumento do eswgikdivo e da resposta antioxidante

compensatoria na plaquetopenia de malaria vivax.

Os achados deste estudo podem ser eventualmentpadatos para a maléaria
falciparum, uma vez que muitos achados estdo ersondncia com outros da literatura
realizados com oP. falciparum e também pelo fato de a malaria vivax estar com
caracteristicas de gravidade antes sO verificadggables com malaria falciparum. Todavia a
dificuldade de cultivo deste tipo celular dificukkalimita o desenvolvimento de estudos na
mesma freqiéncia da malaria falciparum.

Taoufig el al. (2006) mostram o efeito benéficopiatecdo antioxidante conferida
pela suplementacdo de SOD1 na prevencdo da ciéaierde hemacias parasitadas no
tratamento da malaria cerebral. A suplementagc@ntiexidantes pode ser uma possibilidade
terapéutica no controle do desenvolvimento da g&eanalérica, minimizando seus efeitos
deletérios no organismo, jA que como foi visto, stresse oxidativo na malaria tem
consequéncias que podem ser minimizadas com urtensaacao adequada.

Para 0 nosso conhecimento, este trabalho pelaipgaivez demonstra estes resultados
0S quais podem ser importantes no entendimentdio@atgenia da malaria e sua relacao
com o estresse oxidativo e a plaquetopenia. Estpdsteriores poderdo ser realizados no
sentido de entender melhor o estresse oxidativeepte nas plaquetas de pacientes com

malaria e plaquetopenia e a resposta antioxidamtégena presente nestes pacientes.



CONCLUSOES

Os niveis plasmaticos de malondialdeido, bilirrab& anticorpos anti-lipoproteina de
baixa densidade eletronegativa estao relacionamosacplaquetopenia nos pacientes com
malaria vivax;

Os niveis plaquetarios de malondialdeido estdo atades nos pacientes com
plaguetopenia e maléria vivax e se correlacionasitipamente com o tempo de infec¢cao
e a carga parasitaria;

Niveis de glutationa peroxidase nas plaquetas estéoentados nos pacientes com
malaria vivax e plaguetopenia. Sendo este aumeflgoionado com o tempo de infec¢ao;
As concentracfes de malondialdeido e glutationaxmase nas plaguetas podem ser
consideradas potenciais indicadores do estress@atosxd da doenca malarica e parecem
ter uma forte relacdo com a diminuicdo do numeropldguetas nos pacientes com

malaria vivax.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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