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MODULAÇÃO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS DE BIOTRANSFORMAÇÃO DE 
XENOBIÓTICOS NA MALÁRIA MURINA LETAL E NÃO-LETAL 

  
RESUMO 

 TESE DE DOUTORADO 
Ana Cecilia Amado Xavier de Oliveira 

 
 Durante as últimas três décadas, um expressivo número de estudos experimentais e 
clínicos mostrou que várias infecções e inflamações assépticas modulam a expressão e a 
atividade de enzimas citocromo P450 (CYP). Nesta linha de investigação, alguns estudos 
sugeriram que as atividades de CYP e a cinética de xenobióticos são alteradas também na 
malária. Não é claro, entretanto, que enzimas do metabolismo de fármacos são alteradas e se 
as modificações ocorrem apenas no estágio terminal da malária grave. Faltam dados também 
sobre os mecanismos pelos quais a malária altera o metabolismo de xenobióticos. Este estudo 
foi conduzido como um esforço para preencher algumas dessas lacunas de pesquisa. Na 
primeira parte do estudo,  verificamos que a malária letal (estágio eritrocítico) causada pelo 
Plasmodium berghei ANKA em camundongos C57BL/6 e DBA-2 (fêmeas) deprimiu as 
atividades de CYP1A e 2B (EROD e BROD) e induziu a atividade mediada por 2A5 (COH) 
no fígado. Uma diminuição dos níveis de apoproteínas CYP1A também foi encontrada em 
camundongos infectados. As enzimas hepáticas de conjugação, quer na fração microssomal 
(UGT e GST), quer na citosólica (GST), não foram alteradas pela malária  Os níveis de 
glutationa reduzida (GSH), todavia, foram diminuídos nos camundongos C57BL/6 infectados. 
Além disso, constatamos que a genotoxicidade (micronúcleos em células de medula óssea) da 
ciclofosfamida (ativada por CYP2B e 3A) e do DMBA (ativado por CYP1A) foi atenuada, 
enquanto a de um clastógeno de ação direta (EMS) foi exacerbada nos camundongos 
infectados com P. berghei. Na segunda parte, investigamos o curso temporal das alterações 
das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 nos C57BL/6 e DBA-2 infectados com um parasita letal 
(P. berghei), ou com um não letal (P. chabaudi). Na malária não letal, a depressão de CYP1A 
e 2B (C57BL/6) e a indução de CYP2A5 (DBA-2) ocorreram apenas nos dias pós-infecção (5 
e 6) em que foram registradas as taxas mais elevadas de parasitemia.  Em conjunto, os 
resultados  obtidos nessas duas partes do estudo indicaram que, tanto a malária letal como a 
não letal deprimiram as atividades de isoformas CYP1A e 2B e induziram CYP2A5 no fígado 
dos camundongos. Como uma hipótese foi levantada sugerindo que o NO desempenha papel 
decisivo na regulação negativa de CYP por estímulos inflamatórios (e.g., LPS),  investigamos 
se a depressão de CYP1A e 2B pela malária poderia ser atribuída à uma elevação do óxido 
nítrico (NO).  Exceto por uma concentração de NO ligeiramente aumentada por volta do dia 
de parasitemia máxima nos camundongos infectados com P. chabaudi, nenhum outro 
aumento dos níveis séricos de NO foi registrado durante a evolução da infecção malárica letal 
e não letal. Para investigar se a NO-sintase (NOS2 ou iNOS) hepática estaria induzida na 
malária, determinamos (RT-PCR quantitativo) os níveis do mRNA da NOS2 no fígado (e 
também baço e cérebro) dos DBA-2 e C57BL/6 infectados com P. berghei. Os resultados 
mostraram que a NOS2 do fígado e baço foi acentuadamente induzida pela malária nos DBA-
2 e, em menor grau, também nos C57BL/6. Portanto, não foi possível descartar a hipótese de 
que níveis aumentados de NO seriam eventos necessários para a depressão de CYP pela 
malária. 
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 During the last three decades, a number of experimental and clinical studies have 
shown that several infections as well as aseptic inflammatory conditions modulate the 
expression and activity of cytochrome P450 enzymes (CYP). Along this line, a few studies 
have suggested that activities of CYP and kinetics of xenobiotic compounds are altered in 
malaria infections as well. It is not clear, however, what drug metabolizing enzymes are 
altered and whether or not changes occur only at a terminal stage of severe malaria. Data are 
also missing on the mechanisms by which malaria modulate xenobiotic metabolism. This 
study was undertaken as an attempt to bridge some of these research data gaps. In the first 
part of the study, we found that a lethal (blood stage) malaria caused by Plasmodium berghei 
ANKA in C57BL/6 and DBA-2 (female) mice depressed the activities of CYP1A and 2B 
(EROD and BROD) while induced 2A5-mediated activity (COH) in the liver. A decreased 
level of CYP1A apoproteins was also found in infected mice. No malaria-caused change was 
noted either in microsomal (UGT and GST) or in cytosolic (GST) conjugation liver enzymes. 
Levels of reduced glutathione (GSH), however, were depressed by infection in C57BL/6 
mice. Moreover, we found that genotoxic effects (micronuclei in bone marrow cells) of   
cyclophosphamide (activated by CYP2B and 3A) and DMBA (activated by CYP1A) were 
attenuated, while effects of a direct-acting clastogen (EMS) were enhanced in P. berghei-
infected mice. In the second part, we investigated the time-course of changes of CYP1A-, 2B- 
and 2A5-mediated activities in C57BL/6 and DBA-2 mice infected with a lethal (P. berghei) 
and with a non-lethal (P. chabaudi) malaria parasite. In the non-lethal malaria, depression of 
CYP1A and 2B (C57BL/6), and induction of CYP2A5 activities (DBA-2) were noted only on 
the post-infection days (5-6) of highest parasitemia rate. Taken together, results from these 
two parts of the study indicated that both lethal and non-lethal malaria depressed the activities 
of CYP1A and 2B isoforms and induced the activity of CYP2A5 in the mouse liver. Since a 
hypothesis has been advanced suggesting that NO plays a decisive role in the down-regulation 
of CYP by inflammatory stimuli (e.g., LPS), we also evaluated whether malaria-caused 
depression of CYP1A and 2B activities could be attributed to an elevation of nitric oxide 
(NO) levels. Except for a slightly higher NO concentration around the day of the highest 
parasitemia rate in P. chabaudi-infected mice (DBA-2 and C57BL/6), no other increase of 
serum levels of NO over the background range was noted during lethal and non lethal malaria 
infection. To verify whether hepatic NO synthase (NOS2 or iNOS) was induced by malaria, 
we measured (by quantitative RT-PCR) the levels of NOS2 mRNA in the liver (and also in 
the spleen and brain) of DBA-2 and C57BL/6 mice infected with P. berghei.  Results showed 
that liver and spleen NOS2 were both markedly induced by malaria in DBA-2, and to a lesser 
extent, in C57BL/6 mice as well. Therefore, it can not be ruled out that increased NO levels 
are necessary for malaria-induced depression of CYP activities.    
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1- INTRODUÇÃO 

1.1 Metabolismo de xenobióticos 

 Há 50 anos Bernard Brodie, James Gillette e Bert La Du (1958), em memorável artigo 

de revisão, salientaram que a maioria dos fármacos, e dos outros compostos estranhos ao 

organismo, não era excretada pela urina, senão em quantidades muito pequenas, antes de 

sofrerem uma modificação da sua estrutura química.  Naquela ocasião, os autores destacaram 

que, se não existissem no organismo enzimas que catalisam essas transformações, a 

eliminação dos medicamentos seria muito lenta e os seus efeitos excessivamente prolongados, 

o que tornaria a terapia farmacológica perigosa ou mesmo inviável.  No mesmo artigo, Brodie 

e colaboradores (1958) introduziram o termo compostos estranhos (foreign compounds) para 

designar “os compostos orgânicos encontrados em plantas ou sintetizados (pelo homem) que 

normalmente não estão presentes no corpo”.  A palavra xenobiótico, significando 

literalmente estranho à vida, foi introduzida um pouco mais tarde por Mason et al. (1965), e é 

hoje amplamente empregada para designar composto (químico) estranho (ao organismo), tal 

como originalmente definido por Brodie et al. (1958).    

 O processo pelo qual os compostos lipofílicos são convertidos, por reações 

enzimáticas seqüenciais, em moléculas mais hidrofílicas, é conhecido como metabolismo ou 

biotransformação de xenobióticos, embora hormônios e outras substâncias endógenas também 

sejam substratos para essas enzimas.  O metabolismo de xenobióticos compreende dois tipos 

de reações enzimáticas que são conhecidas como reações de fase 1 e 2.  As reações da fase 1 

incluem hidrólises, reduções ou oxidações, que adicionam ou expõem um grupo funcional (-

OH, -NH2, -SH ou –COOH) pré-existente na molécula.  As reações da fase 2, por outro lado, 

envolvem a conjugação dos metabólitos produzidos na fase 1, ou do próprio xenobiótico 

ainda não transformado, com uma molécula endógena (i.e., reações de metilação, acetilação, 

sulfatação, glicuronidação, com a glutationa (i.e., síntese de ácido mercaptúrico) ou com 

aminoácidos (e.g., glicina, taurina, ácido glutâmico)).  Embora as reações da fase 1, expondo 

ou adicionando grupos funcionais que possibilitam a conjugação, tipicamente antecedam as 

da fase 2,  há exceções a esta regra, e reações da fase 1 podem, eventualmente, ocorrer após a 

conjugação a moléculas endógenas (e.g., hidroxilação de esteróides sulfatos).  Neste processo 

sequencial de transformações da estrutura química do xenobiótico que conduz a um aumento 

da hidrofilicidade, o maior incremento da solubilidade aquosa se dá, via de regra, na fase 2.  

Os produtos das reações de conjugação (conjugados) são, geralmente, encontrados nos meios 

aquosos de excreção, (i.e., nas fezes, via bile e na urina).    

 Facilitando a eliminação de moléculas lipofílicas e, portanto, a desintoxicação, pode-se 

dizer que o metabolismo ou a biotransformação dos xenobióticos constitui, conjuntamente 
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com os processos de transporte transmembrana (MDR, Multi Drug Resistance, resistência a 

múltiplas drogas mediada por glicoproteína P), a base do sistema de defesa do organismo 

contra a ameaça representada pelos agentes químicos  presentes no ambiente.  Esta percepção 

fez com que Daniel W. Nebert salientasse, em instigante artigo publicado em 1979, as 

semelhanças funcionais entre o metabolismo de xenobióticos e o sistema imunológico, ou 

sistema de defesa do hospedeiro contra infecções.  Segundo Nebert (1979), os dois sistemas 

compreendem um conjunto de mecanismos regulados por genes que são capazes de responder 

de forma rápida a modificações ambientais adversas. Em ambos os casos, os sistemas 

respondem a um número aparentemente infindável de especificidades químicas e estas 

respostas podem ser moduladas pela exposição prévia ao estímulo, o que é exemplificado pela 

indução enzimática, no caso do metabolismo, e pela imunização e sensibilização, no caso do 

sistema imunológico. 

 Evidências acumuladas nos últimos 30 anos sugerem que além desta analogia, há 

também uma integração funcional entre os dois sistemas de defesa do organismo contra 

adversidades ambientais. Neste sentido, foi observado que a estimulação do sistema 

imunológico (sistema de defesa do hospedeiro contra infecções) modula a atividade de 

enzimas do metabolismo de xenobióticos e também, possivelmente, a expressão de proteínas 

transportadoras transmembrana (sistema de defesa do organismo contra a ameaça química).  

Situado no contexto anteriormente delineado, este trabalho é parte de um esforço de pesquisa 

voltado para a compreensão de como se dá a relação funcional entre os dois sistemas, e das 

suas consequências para a cinética, o efeito terapêutico e a toxicidade de fármacos e outros 

xenobióticos. 

 

1.2 Estimulação do sistema imunológico e metabolismo de xenobióticos 

Em uma breve nota publicada há mais de 50 anos, Samaras e Dietz (1953) relataram 

que a injeção do azul de tripan, corante que interfere com o sistema fagocítico mononuclear 

(SFM) hepático, prolongava, após uma única dose, ou encurtava, após múltiplas doses, o 

tempo de sono barbitúrico em ratos.  Posteriormente, Wooles e Borzelleca (1966) verificaram 

que o zimosan, outro estimulante do SFM, também prolongava o tempo de sono induzido por 

barbitúricos em camundongos, o que é consistente com o que havia sido descrito para o azul 

de tripan em ratos.  Como a duração do sono induzido depende da depuração hepática do 

barbitúrico, estes achados são, possivelmente, as primeiras evidências experimentais de que a 

estimulação/bloqueio do sistema imunológico pode alterar o metabolismo e a eliminação de 

fármacos e de outros xenobióticos.  
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 A observação de Samaras e Dietz (1953), entretanto, foi inicialmente interpretada 

como um fenômeno isolado.  A hipótese de que a estimulação do sistema imunológico 

modula o metabolismo de xenobióticos só veio à tona décadas mais tarde, quando as enzimas 

citocromo P450 (CYP) já haviam sido caracterizadas por Omura e Sato (1964) e a atividade 

catalítica dessas monooxigenases era alvo de grande interesse (Anexo 1).  

 O marco inicial dos estudos que começaram a desvendar as relações entre o 

metabolismo de xenobióticos e o sistema de defesa contra infecções pode ser atribuído à 

observação de que a administração de tilorona, um agente indutor de interferon gama (INF-g), 

deprimia a atividade de monooxigenases hepáticas de ratos (Leeson et al., 1976, Renton e 

Mannering, 1976a). A tilorona, entretanto, não inibiu a atividade das monooxigenases quando 

os microssomos foram expostos in vitro, o que indica que o fármaco não inibe diretamente a 

enzima (Renton e Mannering, 1976a). Em seguida, Renton e Mannering (1976b) 

demonstraram que um conjunto de tratamentos diferentes (endotoxina de Escherichia coli, 

vírus Mengo, vacina pertussis, e outros agentes), que tinha em comum a propriedade de 

induzir o INF-γ, deprimia também os níveis totais de citocromos P450 e a atividade de várias 

monoxigenases no fígado de ratos. Diante desses resultados, Renton e Mannering (1976b) 

sugeriram que doses terapêuticas de medicamentos de uso continuado, antes bem toleradas 

pelo paciente, poderiam tornar-se tóxicas durante infecções virais ou bacterianas, em virtude 

da maior lentidão de metabolização e eliminação. Estudos posteriores em humanos 

demonstraram que os autores estavam certos quanto a esta possibilidade. Chang et al. (1978) 

estudaram a cinética da teofilina em seis crianças asmáticas durante, e um mês após, um 

episódio agudo de infecção viral do trato respiratório superior (confirmado sorologicamente), 

e verificaram que a meia-vida de eliminação (t1/2) do fármaco era bem mais longa durante a 

doença (419,8 min) do que após a recuperação (249,9 min). As implicações clínicas desta 

alteração farmacocinética tornaram-se evidentes por ocasião de um surto de gripe (influenza) 

que ocorreu no estado de Washington (EUA) em 1980 (Kraemer et al., 1982). Durante a 

infecção viral, onze crianças asmáticas que recebiam regularmente uma dose estável e bem 

tolerada de teofilina, exibiram uma redução da depuração do fármaco e passaram a apresentar 

sintomas tais como convulsões, nauseas, vômitos e cefaléia (Kraemer et al., 1982). Esses 

sintomas eventualmente aparecem em estados gripais e febris, mas podem também ser 

manifestações de toxicidade da teofilina, fármaco de margem terapêutica estreita cuja 

eliminação, como os autores verificaram, torna-se muito mais lenta em consequência da 

infecção viral (Kraemer et al., 1982).      

 Aproximadamente na mesma época em que Renton e Mannering (1976a,b) constataram 

que os indutores de IFN- γ modulavam o metabolismo de xenobióticos, Ghazal et al. (1974) e, 
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posteriormente, Cha e Edwards (1976) verificaram que em camundongos infectados com 

Schistosoma mansoni ocorria uma acentuada depressão dos níveis totais de CYP e da 

atividade de monooxigenases hepáticas. Estudo subsequente mostrou que o sono induzido 

pelo pentobarbital era muito mais prolongado nos camundongos infectados com S. mansoni 

do que nos respectivos controles não infectados (Coelho et al., 1977). Essas alterações não 

ocorreram nos casos em que os hospedeiros foram infectados com cercárias de um único sexo 

(i.e., que não originam casais de vermes adultos produtores de ovos) e nas infecções de 

camundongos atímicos (nude mice) que apresentavam ovos no fígado, mas não desenvolviam 

reações inflamatórias ao redor deles (Cha et al., 1980a; Cha et al., 1980b). Os resultados dos 

dois estudos sugeriram que a depressão do metabolismo de fármacos observada na 

esquistossomose mansônica murina estava associada à formação de reações inflamatórias 

(granulomas) ao redor dos ovos do verme retidos no fígado. 

 Ao longo dos últimos 30 anos, uma série de outros estudos mostrou que a expressão e 

a atividade de isoformas citocromo P450 no fígado e em tecidos extra-hepáticos de animais de 

laboratório podem ser moduladas por diferentes tipos de infecções virais, bacterianas e 

parasitárias.  

   

1.2.1 Modulação do metabolismo de xenobióticos nas infecções parasitárias 

1.2.1.1 Helmintoses 

 As observações de Ghazal et al. (1974) e Cha e Edwards (1976), em modelos murinos 

de esquistossomose mansônica, foram confirmadas por estudos posteriores que também 

encontraram acentuada depressão dos níveis totais de citocromos P450 e da atividade de 

monooxigenases no fígado de camundongos infectados há 30 ou mais dias, e que 

apresentavam granulomas ao redor dos ovos do S. mansoni (Sheweita et al., 2002; El-

Lakkany et al., 2004; Conte et al., 2007).  Os estudos sobre as alterações que ocorrem nas 

quatro semanas iniciais (fase aguda) da infecção, etapa em que os vermes ainda não atingiram 

a maturidade sexual e não começaram a oviposição, forneceram resultados até certo ponto 

conflitantes. Dois estudos egípcios relataram que as atividades da aminopirona desmetilase, 

da anilina hidroxilase e da N-dimetilnitrosamina desmetilase (NDMA-d) aumentavam em 

camundongos infectados com S. mansoni, alcançando o valor máximo por volta do dia 30 

pós-infecção e declinando acentuadamente após esse dia (El-Bassiouni et al., 1984; Mostafa 

et al., 1984). Outro trabalho do mesmo grupo de pesquisadores encontrou aumento da 

atividade de monooxigenases hepáticas 15 (pentoxiresofurina-O-despentilase, PROD) e 30 

(NDMA-d) dias após a infecção de camundongos com S. mansoni (Sheweita et al., 2002). 

Awney et al. (2001) relataram ainda um aumento da atividade da AHH (aryl hydrocarbon 
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hydroxylase, ou benzo[a]pireno hidroxilase) no fígado de camundongos trinta e três dias após 

a infecção. Segundo os autores, a fração microssomal hepática obtida dos camundongos 

infectados (dia 33 pós-infecção), quando empregada no teste de Ames, converteu o 

benzo[a]pireno (B[a]P) em metabólitos mutagênicos mais eficientemente do que a fração 

microssomal de animais controles não infectados (Awney et al., 2001).  Sheweita et al. (2002) 

também descreveram que microssomos hepáticos de camundongos infectados com S. mansoni 

tratados com B[a]P formam mais adutos de DNA (ácido desoxiribonucleico) do que 

microssomos de controles não-infectados. Em conjunto, os estudos desse grupo de 

pesquisadores sugerem que, na fase inicial da esquistossomose mansônica murina, até os dias 

30-33 pós-infecção, quando praticamente não há ovos retidos no fígado, há exacerbação da 

atividade de algumas monooxigenases e aumento da ativação metabólica de pró-mutágenos. 

Contrastando com esses resultados, que sugerem um efeito bifásico da infecção mansônica 

(exacerbação das monooxigenases na fase aguda e depressão na fase crônica da infecção), 

estudo recente de Manhães-Rocha et al. (2005) não encontrou alterações expressivas e 

consistentes dos níveis totais de citocromos P450 e da atividade catalítica de CYP1A, 2A5, 

2B e 2E1 no fígado de camundongos Swiss Webster e DBA-2, quinze e trinta dias após a 

infecção.        

 Dois estudos mostraram que alterações da atividade de monooxigenases também 

ocorrem nas infecções experimentais ou clínicas com outros trematódeos do gênero 

Schistosoma. Wang et al. (1993) observaram que as atividades da anilina hidroxilase e da 

aminopirona-N-desmetilase, assim como os níveis totais de citocromo P450 estavam 

deprimidos, enquanto o tempo de sono barbitúrico estava prolongado, em camundongos 

infectados com Schistosoma japonicum, seis semanas após a infecção. Sheweita et al. (2001), 

por outro lado, determinaram a expressão e a atividade de CYP2E1, assim como a atividade 

de outras monooxigenases, em amostras de biópsia de bexiga urinária de 15 pacientes 

infectados com Schistosoma haematobium. Os autores verificaram que a expressão e a 

atividade de monooxigenases era maior nos fragmentos de tecido contendo ovos de S. 

haematobium do que nos fragmentos de tecido que não tinham ovos do parasita, e que, 

portanto, estavam livres das reações inflamatórias que se formam ao redor deles.     

Alterações da atividade de monooxigenases hepáticas também foram notadas em 

outras infecções helmínticas, particularmente naquelas causadas pelos trematódeos Fasciola 

hepatica e Opistorchis viverrini.  Formas jovens desses dois vermes, em determinada fase da 

infecção, migram através do parênquima hepático produzindo extensa lesão e reação 

inflamatória ao longo do caminho percorrido no tecido do hospedeiro. Estudos experimentais, 

em roedores e ovelhas, têm constatado que a fasciolíase causa uma regulação negativa da 
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atividade de várias isoformas citocromo P450 (Galtier et al., 1987; Biro-Sauver et al., 1994; 

Lopez et al., 1994; Sommerville et al., 1995; Topfer et al., 1995), mas contrastando com essa 

depressão quase generalizada, tem sido observada a indução da CYP2A5, isoforma murina 

ortóloga da CYP2A6 humana (Montero et al., 1999). 

A indução de CYP2A5 tem sido evidenciada também em hamsters infectados com o 

O. viverrini (Kirby et al., 1994). Digno de nota é o fato da infecção humana com O. viverrini 

estar associada à ocorrência de câncer hepático na Tailândia e outros países do sudeste da 

Ásia, já que CYP2A5 (murina) e 2A6 (humana) catalisam a ativação de diversos carcinógenos 

químicos (Satarug et al., 1996).     

Tekwani et al. (1990) descreveram que a infecção de hamsters com o helminto 

Ancylostoma ceylanicum produz um acentuado declínio dos níveis totais de CYP e das 

atividades da aminopirona-desmetilase e da benzo[a]pireno hidroxilase em microssomos 

hepáticos. O prolongamento do tempo de sono barbitúrico e da paralisia causada pela 

zoxazolamina nos hamsters infectados são evidências adicionais de que a infecção helmíntica 

deprimiu o metabolismo de xenobióticos (Tekwani et al., 1990). 

Montero et al. (2003) relataram que os níveis totais de CYP e as atividades de CYP 

1A1 e 2B1 aumentaram, enquanto a atividade catalítica da CYP2E1 permaneceu inalterada, 

no fígado de ratos infectados com metacestódeos da Taenia taeniformis. 

 

1.2.1.2 Protozooses 

 Alterações das enzimas envolvidas no metabolismo de xenobióticos foram 

evidenciadas também em infecções com parasitas unicelulares ou protozoários. 

 A depressão da atividade da anilina-hidroxilase (CYP2E1), da aminopirona-N-

desmetilase (CYP2B e 2C11) e dos níveis da glutationa foi observada no fígado de ratos 

infectados com Trypanosoma brucei brucei (Emerole et al., 1983). 

Reduções da atividade de monooxigenases hepáticas e dos níveis totais de citocromos 

P450 também foram notadas em roedores infectados experimentalmente com Leishmania 

donovani. Singh et al. (1989), por exemplo, demonstraram que as concentrações totais de 

CYP, de heme e a atividade de monoxigenases estavam deprimidas no fígado de hamsters 

infectados com L. donovani. Neste sentido, Coombs et al. (1990) mostraram que as atividades 

da aminopirona-desmetilase, da anilina hidroxilase, da benzfetamina desmetilase e da 

etoxicumarina desetilase estavam  diminuídas, enquanto as atividades da epóxido hidrolase e 

da NADH-citocromo b5 redutase permaneciam inalteradas na fração microssomal hepática de 

camundongos infectados com L. donovani. Os autores verificaram ainda que a epóxido 

hidrolase citosólica estava induzida nos camundongos infectados com a L. donovani (Coombs 
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et al., 1990).  Em contraste com os efeitos observados com L. donovani, que causa a forma 

visceral (calazar) da doença, a infecção de camundongos BALB/c com a Leishmania major, 

agente etiológico da forma tegumentar da leishmaniose no Velho Mundo, não produziu 

alterações dos níveis de proteínas microssomais hepáticas e dos níveis totais de CYP, apesar 

da intensa proliferação dos parasitas nas células de Kupffer e da forte redução da fagocitose 

(Al-Mofleh et al., 1989). 

 A depressão da atividade de monooxigenases hepáticas (desmetilação da eritromicina, 

azitromicina, claritromicina e clindamicina) foi evidenciada ainda em camundongos 

infectados com cistos de Toxoplasma gondii (vinte ou quarenta cistos por animal) (Berg-

Candolfi e Candolfi, 1996).  Neste modelo murino de toxoplasmose, o mesmo grupo de 

pesquisadores demonstrou que a infecção reduzia as velocidades de desmetilação da 

eritromicina e da ciclosporina e os níveis totais de CYP e de CYP3A, no fígado e no jejuno. 

Além disso, Berg-Candolfi et al. (1996) notaram que o tratamento dos camundongos  

infectados com um anticorpo contra o INF-γ antagonizava o declínio dos níveis totais de 

CYP, e que a administração de N-acetilcisteína (NAC), neutralizador de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), revertia a diminuição dos níveis totais de CYP e de CYP3A e a redução das 

atividades enzimáticas. Por outro lado, o tratamento com Nω-monometil-L-arginina (NMMA), 

inibidor dos intermediários reativos de nitrogênio, produziu resultados inconsistentes (Berg-

Candolfi et al., 1996). Esses resultados, em modelo murino de toxoplasmose, sugerem que a 

elevação do IFN-γ e das EROs poderia ser um elo na cadeia de eventos desencadeados pela 

infecção que acabam resultando na depressão da atividade de CYP. 

 Os estudos anteriormente mencionados indicam que as enzimas envolvidas no 

metabolismo de xenobióticos são afetadas, em geral deprimidas, durante infecções com 

Trypanosoma brucei, Leishmania donovani e Toxoplasma gondi. Além das evidências obtidas 

com esses protozoários, alguns estudos sugerem que a malária também é capaz de alterar a 

atividade de enzimas citocromo P450. As evidências disponíveis na literatura, sugerindo que a 

malária modula a atividade de enzimas de biotransformação de xenobióticos serão 

comentadas mais adiante nesta introdução.   

 

1.2.2 Modulação do metabolismo de xenobióticos nas infecções bacterianas 

 Nos últimos anos, uma série de estudos experimentais tem indicado, consistentemente, 

que infecções bacterianas, tanto as produzidas por bactérias gram positivas quanto aquelas 

causadas por bactérias gram negativas, são capazes de modificar o metabolismo de 

xenobióticos.     
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Batra et al. (1987) mostraram que a tuberculose experimental induzida em cobaias 

produziu hepatomegalia, deprimiu as concentrações totais de CYP e da NADPH-citocromo c 

redutase e reduziu a atividade de monooxigenases nos animais infectados.  Contrastando com 

a depressão das monooxigenases, as enzimas de conjugação uridina difosfo-

glicuroniltransferase (UGT) e glutationa S transferase (GST) estavam induzidas no fígado das 

cobaias. Os autores sugeriram que o distúrbio da integridade da membrana poderia estar 

associado à menor capacidade de biotransformação neste modelo experimental de 

tuberculose.  

 Krakovskia et al. (1989), por outro lado, observaram que, em microssomos hepáticos 

de ratos infectados com uma bactéria gram-negativa do gênero Salmonella, há redução da 

atividade catalítica de CYP (aminopirona-N-desmetilase, anilina hidroxilase, NADPH 

citocromo c redutase) e depressão dos níveis totais de CYP e do citocromo b5 durante a fase 

aguda da doença, com retorno aos níveis basais após o período de convalescença.  

 Lescut et al. (1991) relataram que há depressão dos níveis hepáticos de CYP 

acompanhada por aumento dos níveis de glutationa durante a endocardite, a pielonefrite e a 

peritonite produzidas experimentalmente em ratos Sprague-Dawley. 

 Azri e Renton (1991) descreveram que, em roedores infectados com Listeria 

monocytogenes, ocorria depressão dos níveis totais de CYP e de heme, e uma exacerbação da 

atividade da heme oxigenase, e atribuíram a depressão de CYP à hemolisina liberada pela 

bactéria.   

 Em 1993, Armstrong e Renton obtiveram evidências de que a depressão da atividade 

de CYP1A e CYP2D9 em camundongos infectados com L. monocytogenes resultaria de 

alterações pré-traducionais. Em 1994, os mesmos autores associaram a depressão de CYP à 

produção de hemolisina na infecção por L. monocytogenes.    

Khatsenko et al. (1998), investigando o efeito da infecção pela Chlamydia 

trachomatis, encontraram uma depressão de CYP1A e 2B no fígado de camundongos 

BALB/c. Para investigar se o óxido nítrico (NO) desempenhava um papel na redução das 

atividades catalíticas de CYP desencadeada pela infecção, os autores inibiram a NOS 

induzível (iNOS ou NOS2) com a L-NG-nitroarginina metil éster (L-NAME) e notaram que 

ocorria uma reversão da depressão de CYP. Baseados nesta e em outras evidências 

experimentais (comentadas mais adiante), Khatsenko et al. (1993) sugeriram que a depressão 

da atividade de CYP nas infecções era mediada pela elevação do NO.     

Garcia e Renton (2003) verificaram que a infecção de ratos com a bactéria gram-

positiva L. monocytogenes pela via intracerebral reduziu os níveis totais hepáticos de CYP 
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quarenta e oito horas após a infecção, e as atividades catalíticas de CYP1A e 2B, quarenta e 

oito e setenta e duas horas após a infecção, respectivamente.  

Richardson et al. (2006) relataram que a infecção de camundongos com Citrobacter 

rodentium (equivalente à infecção pela bactéria enteropatogênica Escherichia coli em seres 

humanos) reduziu os níveis dos mRNAs de CYP 4A10, 4A14, 3A11, 2C9, 4F14 e 4F15 e 

aumentou os níveis dos mRNAs de CYP2A5, 4F16 e 4F18. Nesse mesmo estudo, os autores 

notaram que a infecção reduziu os níveis das proteínas CYP2C, 3A e 4A, mas não alterou os 

níveis da proteína CYP2E (Richardson et al., 2006). 

Alterações de atividade e expressão de isoformas citocromo P450 foram descritas  

também com camundongos (A/JCr) naturalmente infectados com a bactéria Helicobacter 

hepaticus. Camundongos de colonias naturalmente infectadas com H. hepaticus (que infecta 

os canalículos biliares intra-hepáticos) desenvolvem um quadro de hepatite crônica que pode 

evoluir para carcinoma hepatocelular (Chomarat et al., 1997; Sipowicz et al., 1997). Após a 

descoberta do H. hepaticus, dois estudos apresentaram evidências (m-RNA, 

imunohistoquímica e atividade de CYP1A – etoxiresorufina-O-desetilase, EROD e 

metoxiresorufina-O-desmetilase, MROD - e 2A5, cumarina 7-hidroxilase, COH) de que há 

aumento da expressão e atividade de isoformas CYP1A e 2A5 com a evolução da hepatite, 

embora os autores não tenham notado alteração dos níveis totais de CYP no fígado (Chomarat 

et al., 1997; Sipowicz et al., 1997).  Indicações de exacerbação do estresse oxidativo e 

aumento da expressão (mRNA) de isoformas da GST (mGSTP1-1, mGSTA1-1, mGSTa4-4) 

também foram encontrados nesses dois estudos (Chomarat et al., 1997; Sipowicz et al., 1997).  

A regulação negativa de isoformas CYP hepáticas foi observada também em modelos 

de sepses polimicrobiana, desencadeada por CLP (cecal ligation and puncture) em ratos. A 

expressão de CYP1A2 (m-RNA e proteína) foi deprimida, enquanto a expressão da CYP4A1 

permaneceu inalterada no fígado de ratos Sprague-Dawley 20 horas após a CLP (Crawford et 

al., 2004). Em outro estudo do mesmo grupo, os autores demonstraram que, após a CLP em 

ratos, a depressão da expressão (mRNA) do receptor Ah (AhR) – receptor envolvido na 

regulação dos genes das enzimas das subfamílias CYP1A e 1B - e de CYP1A2 era revertida 

pelo tratamento com curcumina (polifenol obtido da planta Curcuma longa) (Wu et al., 2006). 

Nesse experimento, a curcumina antagonizou também o aumento de citocinas pró-

inflamatórias (interleucina 1β - IL-1β – e fator de necrose tumoral α, TNF-α) desencadeado 

pela CLP (Wu et al., 2006).  

As reduções da expressão e atividade de enzimas de biotransformação de 

xenobióticos, encontradas em modelo experimental de sepses polimicrobiana, são consistentes 

com os resultados de um estudo clínico relatado por Carcillo et al. (2003). Neste estudo, os 
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autores observaram que crianças com sepses exibiam uma acentuada redução 

(aproximadamente duas vezes) da depuração da antipirina, depressão esta que era ainda maior 

(quatro vezes) quando as crianças apresentavam falência persistente de múltiplos (três ou 

mais) órgãos (Carcillo et al., 2003). Como a eliminação da antipirina depende de reações de 

monooxigenação catalisadas por várias isoformas CYP, tais como 1A2, 2B6, 2C9, 2C18 e 

3A4, a redução da depuração deste fármaco na sepses possivelmente foi devida à depressão da 

atividade dessas enzimas.   

 

1.2.3 Modulação do metabolismo de xenobióticos nas infecções virais 

 As infecções virais (e.g., pelo vírus Mengo) estavam representadas entre os indutores 

de INF-g que, segundo Renton e Mannering (1976b), eram capazes de deprimir os níveis totais 

de citocromo P450 e a atividade de monooxigenases no fígado de ratos. Após esse relato 

pioneiro de Renton e Mannering (1976b), uma série de trabalhos constatou que outras 

infecções virais também eram capazes de alterar a expressão e a atividade de enzimas de 

biotransformação de xenobióticos.  

Como aparente exceção a essa regra, há alguns casos em que os autores relatam não 

ter encontrado alterações do metabolismo de xenobióticos em infecções virais. Armstrong e 

Renton (1993), por exemplo, verificaram que a hepatite provocada por um vírus da família 

Coronaviridae não modificava as reações da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), reação 

marcadora de CYP1A e da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD), marcadora de 

CYP2B, em microssomos hepáticos de camundongos BALB/c.  A maioria dos trabalhos 

encontrados na literatura, entretanto, parece confirmar a observação de que o metabolismo de 

xenobióticos é modulado nas infecções por vírus.  

Neste sentido, Funseth et al. (1994) observaram que, em camundongos infectados com 

o vírus humano coxsackie B3, ocorria um aumento da captação da 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-

p-dioxina (TCDD) pelo cérebro, pâncreas, coração, baço e fígado, no dia quatro pós-infecção, 

que correspondia ao pico da viremia.  Posteriormente, os autores demonstraram que, em 

camundongos infectados com o vírus coxsackie B3, havia uma redução da atividade de 

CYP1A1 de 75% entre os não-tratados, e de 30% entre os animais previamente tratados com 

TCDD (Funseth et al., 2002). 

Chemin e colaboradores (1999) mostraram que camundongos tornados transgênicos 

por incorporação do DNA do vírus da hepatite B (HBV) ao seu genoma eram portadores de 

lesão hepática que progredia com a idade e estava associada ao acúmulo do antígeno HBs 

(HBsAg) nos hepatócitos. Esses camundongos transgênicos para hepatite B apresentavam 

aumento dos níveis da proteína CYP1A e 2A5, quando expressavam quantidades citopáticas 
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de HBsAg.  Digno de nota é o fato dos animais mais velhos exibirem também alterações de 

enzimas da fase 2, (i.e., os transgênicos expressaram mais a isoforma GST pi, mas não a GST 

alfa). 

Mileva et al. (2000) descreveram que, em camundongos infectados com o vírus da 

influenza, ocorria intensificação do estresse oxidativo no fígado, evidenciado pela maior 

peroxidação lipídica, redução dos níveis totais de citocromo P450, depressão das atividades 

de NADPH citocromo c redutase e das reações de monooxigenação, tais como a hidroxilação 

da anilina e da aminopirona, e a desmetilação da etilmorfina.  Esses efeitos foram mais 

acentuados no sétimo dia após a inoculação do vírus, e a administração prévia do antioxidante 

vitamina E pareceu tê-los revertido, sugerindo que eles teriam sido mediados pela 

exacerbação do estresse oxidativo na infecção. 

Li et al. (2006) estudaram o efeito do vírus HBV sobre a atividade catalítica e a 

expressão da proteína CYP3A4 humana, avaliada por immunoblotting, em pacientes com 

infecção crônica.  Os autores observaram que a atividade e a expressão da proteína eram 

deprimidas pela infecção.   

Os efeitos da infecção crônica pelo vírus da hepatite C sobre CYP1A1 foram 

investigados por Anderson et al. (2006) em uma linhagem de células de hepatoma humano 

que expressavam o replicon subgenômico HCV.  O tratamento das células com TCDD 

(potente indutor de CYP1A) levou a uma redução da transcrição de CYP1A1, diminuição esta 

que era parcialmente revertida após o pré-tratamento das células com anti-oxidantes. Estes 

estudos mostraram que a regulação da transcrição do gene CYP1A1 pelo receptor Ah, do qual 

o TCDD  é um ligante, estava comprometido nos hepatócitos infectados com o HCV. 

 

1.2.4 Modulação do metabolismo de xenobióticos em modelo experimental de artrite e de  

doença inflamatória do intestino 

 Nos últimos anos, vários estudos mostraram que, além das infecções comentadas nas 

secções anteriores, processos inflamatórios não infecciosos também modulam o metabolismo 

de xenobióticos. Um dos exemplos da modulação do metabolismo por inflamações assépticas 

é a alteração de expressão e atividade de CYP e enzimas transportadoras – proteínas que 

bombeiam toxinas e xenobióticos para fora da célula - na artrite induzida por adjuvante em 

roedores.   

 A artrite induzida por adjuvante em ratos tem sido utilizada como modelo 

experimental da artrite reumatóide humana. Neste modelo, Uno et al. (2007) verificaram que 

as atividades de enzimas da subfamília CYP3A (reações de hidroxilação do midazolam na 

posição 1, e de hidroxilação da 7-benziloxi-4-trifluorometil-cumarina na posição 7)  estão 
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deprimidas no intestino de ratos artríticos. Esse efeito depressor sobre CYP3A foi mais 

acentuado no segmento superior do intestino, onde as atividades da enzima transportadora 

glicoproteína P (P-gp) também foram reduzidas a 60% das atividades registradas nos ratos 

controles. Os resultados de Uno et al. (2007) sugerem, portanto, que o metabolismo e a 

atividade das enzimas transportadoras de xenobióticos são deprimidas no intestino durante a 

artrite induzida em ratos. Essa conclusão é consistente com observações de estudos anteriores 

que evidenciaram que a cinética de fármacos, como o acebutolol e o propranolol, é alterada 

neste modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos (Piquette-Miller e Jamali, 1992, 

1993). 

 Alguns estudos recentes em modelos murinos de artrite reumatóide têm começado a 

desvendar os possíveis mecanismos subjacentes a estas alterações de atividade e expressão de 

CYP e proteínas transportadoras na fase crônica da doença.   

 Ashino et al. (2007), por exemplo, observaram em camundongos transgênicos (por 

incorporação de material genético do vírus HTLV-1) que desenvolvem artrite crônica, 

elevadas concentrações de IL-6 acompanhadas de redução dos níveis de expressão (m-RNA e 

proteína) e atividade (hidroxilação da testosterona na posição 6β) de CYP3A11, além da 

indução (mRNA) da metalotioneína-1/2  no fígado. Quarenta e oito horas após o tratamento 

dos camundondongos transgênicos artríticos com anticorpo anti-IL6, houve reversão da 

supressão do m-RNA de CYP3A11 e da super-expressão do mRNA da metalotioneína, com 

retorno aos níveis comparáveis aos encontrados em animais transgênicos que não 

desenvolveram artrite (Ashino et al., 2007). Esse trabalho sugere, portanto, que a elevação de 

IL-6 seria evento necessário para a modulação da expressão de CYP e enzimas tranportadoras 

na artrite crônica. 

 Kawase et al. (2007), por outro lado, estudaram, em camundongos com artrite 

induzida por colágeno, a expressão (m-RNA) de dois receptores nucleares, o receptor 

pregnane X (PXR: pregnane X receptor) e o receptor constitutivo androstane (CAR: 

constitutive androstane receptor), que estão envolvidos na regulação da transcrição de 

proteínas transportadoras e CYP. Os níveis de PXR estavam reduzidos no intestino, enquanto 

os de CAR estavam deprimidos no fígado e no intestino de camundongos artríticos. Nesses 

camundongos artríticos, os níveis (mRNA) das enzimas transportadoras multidrug-resistance 

1a/b (MDR1a/b) e multidrug-resistance protein 3 (MRP3) e do CYP2B10 estavam 

deprimidos no fígado, mas pouca ou nenhuma alteração foi encontrada pelos autores em 

relação aos níveis de CYP3A11 no fígado e de transportadoras no intestino. Esses resultados 

sugerem que a supressão da expressão do receptor CAR causada pela atrite teve diferentes 
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consequências em termos da regulação da expressão de CYP e transportadoras no fígado e no 

intestino. 

 As doenças inflamatórias do intestino (DII) em seres humanos (e.g., colite ulcerativa e 

doença de Crohn) caracterizam-se pela intensa reação inflamatória da mucosa intestinal. 

Recentemente, Masubuchi e Horie (2004) investigaram as alterações de atividade de CYP 

hepáticas (CYP3A2, 2C11, 1A2, 2E1 e 2D2) em um modelo experimental bem estabelecido 

de DII em ratos (DSS - dextran sulfato de sódio - a 3% administrado na água de beber por 7 

dias). Os autores verificaram que, com exceção da CYP2D2, a atividade das demais isoformas 

examinadas estava deprimida no fígado dos ratos que receberam DSS. Foi observado ainda 

que, nos animais tratados com DSS, a administração de polimixina B bloqueou seletivamente 

a depressão das atividades de CYP3A2 e 2E1, enquanto, por outro lado, o tratamento com 

metronidazol impediu a depressão de 3A2, 2C11 e 2E1 (Masubuchi e Horie, 2004).  Esses 

resultados sugerem que endotoxinas e bactérias da flora intestinal podem estar de alguma 

forma envolvidas na regulação negativa da atividade de isoformas CYP hepáticas neste 

modelo de DII.  

   Em um outro modelo de colite em ratos, Masubuchi et al. (2008) observaram também 

uma regulação negativa de isoformas CYP (CYP3A2 e 2C11 e em menor grau, 1A2 e 2E1)  

no fígado. Neste modelo, a colite experimental foi produzida pelo tratamento dos ratos, por 

via intracolônica, com ácido sulfônico trinitrobenzênico (TNBS, 100 mg/kg) dissolvido em 

etanol a 30%, sendo a inflamação local do cólon acompanhada por níveis elevados de 

endotoxina, IL-6 e óxido nítrico (NO) na veia porta hepática. Os autores verificaram ainda 

que a nimesulida (inibidor preferencial da ciclooxigenase 2, COX2) protegeu os ratos tratados 

com TNBS da regulação negativa de CYP3A2 no fígado. A polimixina B (que neutralizou a 

endotoxina), a curcumina (que tem propriedades anti-inflamatórias) e o cloreto de gadolinium 

(que inativa macrófagos) também atenuaram a regulação negativa de CYP3A2 no fígado. 

Esses resultados de Masubuchi et al. (2008) sugerem que substâncias que escapam do tecido 

intestinal (cólon) inflamado, ativariam as células de Kupffer, desencadeando a regulação 

negativa de CYP hepáticos. 

 

1.2.5 Modulação do metabolismo de xenobióticos por endotoxinas, vacinas e citocinas 

pró-inflamatórias 

1.2.5.1 Endotoxinas 

Da mesma forma que as infecções bacterianas propriamente ditas, as endotoxinas, que 

são componentes lipopolissacarídicos da face externa da parede celular de bactérias gram-

negativas, quando isoladas e administradas a roedores também são capazes de alterar a 
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expressão e atividade de enzimas de biotransformação de xenobióticos. O primeiro registro 

deste fato parece ter sido o trabalho de Renton e Mannering (1976b), em que os autores 

testaram os efeitos de vários agentes indutores de interferon, entre os quais estava incluído o 

lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli. Estudos posteriores confirmaram amplamente 

que as endotoxinas modulam o metabolismo de xenobióticos e, por ser modelo experimental 

mais simples do que as infecções, a administração de LPS tem sido, possivelmente, a forma 

de estimulação mais empregada para investigar os mecanismos envolvidos na modulação da 

biotransformação pela inflamação e infecção em roedores. 

Sasaki et al. (1984) descreveram que a administração aguda de endotoxina (LPS de E. 

coli) prolongava a duração do sono induzido pelo pentobarbital, e reduzia os níveis totais de 

CYP e a velocidade de metabolização do pentobarbital, da ciclofosfamida, da anilina e da 

aminopirona em microssomos hepáticos de camundongos. 

Experimentos relatados por Stanley et al. (1988) sugerem que, em camundongos, o 

tratamento com o LPS pode resultar tanto em supressão, como evidenciado pela maioria dos 

estudos, quanto em potenciação de isoformas CYP, dependendo da isoforma, do pré-

tratamento com indutores, e da dose de LPS administrada. Os autores notaram ainda que, em 

camundongos cujas CYPs hepáticas haviam sido previamente induzidas por tratamento com 

fenobarbital ou 3-metilcolantreno, a administração de doses baixas da endotoxina aumentava 

a atividade de monooxigenases (EROD, etoxicumarina-O-desetilase – ECOD - e reação de 

desmetilação da benzfetamina), enquanto uma depressão dessas atividades aparecia com 

doses mais elevadas.   

Sewer et al. (1996) relataram que o tratamento com LPS deprimia a expressão (m-

RNA e proteína) constitutiva de CYP3A2 e 2E1 e, concomitantemente, induzia a expressão de 

CYPs da subfamília 4A no fígado de ratos. Em trabalho subseqüente, Sewer et al. (1997) 

verificaram ainda que a injeção por via intraperitoneal de LPS, ou de substâncias irritantes 

(SiO2, BaSO4, kaolin), causava uma regulação negativa da expressão (mRNA e proteínas) de 

CYP2C11, não alterava a expressão de 2E1 e 3A2, e induzia a de 4A1, 4A2 e 4A3 no fígado 

de ratos Fischer 344. Os níveis do m-RNA de CYP2E1, 4A2 e 4A estavam aumentados no 

córtex renal dos ratos tratados com LPS, enquanto a atividade da clorzoxazona-6–hidroxilase 

(mediada por CYP2E1) estava induzida nos microssomos dos rins dos ratos tratados com os 

irritantes (Sewer et al., 1996). 

Neste sentido, Rockich e Blouin (1999) demonstraram que, em ratos Sprague-Dawley, 

ocorria uma depressão da atividade de CYP2E1 no fígado e uma correspondente redução da 

depuração (35%), e aumento da meia-vida (t1/2) de eliminação (167%) da clorzoxazona, 24 

horas após o tratamento com LPS. 
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Shedlofsky et al. (2000), por outro lado, compararam os efeitos da endotoxina, LPS, 

com os da enterotoxina B de estafilococos (Staphylococcus aureus), que são bactérias gram-

positivas. De acordo com os autores, da mesma forma que as endotoxinas de organismos 

gram-negativos, as toxinas de bactérias gram-positivas também podem deprimir a atividade 

de isoformas CYP (CYP1A1/2, 2E1 e 3A) em camundongos. Em virtude desta constatação, 

Shedlofsky et al. (2000) sugeriram que tanto os quadros de sepses causados por organismos 

gram-negativos, como os produzidos por bactérias gram-positivas, poderiam deprimir o 

metabolismo de fármacos em pacientes. 

É interessante notar que a injeção de LPS diretamente no ventrículo lateral do cérebro 

de ratos causou uma resposta inflamatória local no sistema nervoso central, que foi 

acompanhada por uma regulação negativa dos níveis e atividade de CYP, tanto no cérebro 

quanto no fígado (Renton e Nicholson, 2000). Neste caso, a possibilidade do efeito no fígado 

ter sido produzido por um extravasamento do LPS, injetado por via intra-cérebro-ventricular 

(i.c.v.), para fora do cérebro, parece remota, porque a mesma dose dada por via i.c.v., não teve 

qualquer efeito sobre CYP, quando foi administrada por via intraperitoneal (i.p.).  Em 

trabalho posterior, os mesmos pesquisadores mostraram que a injeção i.c.v. de LPS aumentou 

os níveis séricos de várias citocinas (TNF-α, IL6-α, IFN-γ) (Nicholson e Renton, 2001). A 

injeção dessas citocinas por via i.c.v., entretanto, simulou os efeitos do LPS - injetado por via 

i.c.v. - no cérebro (i.e., deprimiu CYP1A, EROD), mas não reproduziu os efeitos no fígado 

(i.e., não alterou CYPs hepáticas). Esses resultados parecem sugerir que o efeito do LPS por 

via i.c.v., suprimindo as CYP cerebrais, seria mediado pelas citocinas testadas. Entretanto, por 

outro lado, essas mesmas citocinas injetadas localmente no cérebro não parecem participar do 

processo de sinalização cerebral que leva à regulação negativa de CYP no tecido hepático 

(Nicholson e Renton, 2001).  

 O envolvimento dos receptores nucleares CAR e PXR na modulação de CYPs 

hepáticos durante a resposta de fase aguda, produzida em camundongos pelo tratamento com 

LPS, foi investigado por Beigneux et al. (2002). Esses autores observaram que a redução da 

expressão (mRNA) do CYP2B10 e de isoformas da subfamília 3A era acompanhada por 

acentuada redução, quatro horas após o tratamento, dos níveis do m-RNA de CAR e PXR. 

Esses dois receptores nucleares desempenham papel chave na transativação do gene CYP2B10 

e de genes de algumas isoenzimas da subfamília 3A. Os autores também notaram uma 

marcante redução do mRNA do receptor RXR (retinoid X receptor), parceiro obrigatório dos 

receptores CAR e PXR na ligação aos sítios de alta afinidade no DNA. Digno de nota também 

é o fato do LPS ter revertido a regulação positiva do CYP3A causada pelo tratamento dos 
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camundongos com RU486, ou mifepristona, um esteróide sintético (anti-progestógeno) que é 

ligante do receptor PXR (Beigneux et al., 2002). 

Cheng et al. (2003) demonstraram que a regulação negativa da expressão (mRNA) de 

CYP2C11, 3A2 e 2E1 no fígado de ratos que receberam uma injeção de LPS (1 mg/kg) 

aparecia uma a duas horas após o tratamento e era antagonizada pelo pré-tratamento com 

curcumina (antioxidante). Como salientado pelos autores, a magnitude e a rapidez da resposta 

sugerem que a regulação (supressão) de CYP pelo LPS ocorreu ao nível transcricional. A 

partir dos resultados obtidos, entretanto, não é claro que fatores nucleares estariam envolvidos 

nessa regulação de CYP pela endotoxina. 

Utilizando camundongos knockout (KO) para TNF-α, IL-1α/β e IL-6, Ashino et al. 

(2004) investigaram se estas citocinas estariam envolvidas na depressão de CYPs hepáticos 

causada pelo tratamento com LPS e com o Bacillus Calmette-Guérin (BCG, 40 mg/kg).  Os 

níveis de m-RNA de CYP3A11 e 2C29 foram reduzidos 24 horas após o tratamento de 

camundongos KO para IL-1α/β com BCG. Nos animais KO para TNF-α, os níveis de mRNA 

de CYP3A11, mas não os de 2C29, foram reduzidos pelo BCG. O efeito depressor do BCG 

sobre a expressão de CYP3A11 e 2C29 não apareceu nos animais KO para IL-6. O LPS, por 

outro lado, diminuiu os níveis de mRNA das duas isoformas em todos os camundongos KO 

para as mencionadas citocinas (TNF-α, IL-1α/β e IL-6). Em virtude desses resultados, os 

autores especularam que a IL-6 e o TNF-α, provavelmente, estariam envolvidos na regulação 

negativa das duas isoformas CYP (3A11 e 2C29) no tecido hepático de camundongos. 

De modo análogo ao que foi visto em roedores, a alteração da atividade das enzimas 

de biotransformação de xenobióticos, em decorrência do tratamento com LPS de E. coli, foi 

demonstrada também em mamíferos não roedores, como o porco (Monshouwer et al., 1996) e 

o coelho (Saitoh et al., 1999). 

Alguns estudos mostraram que, de forma semelhante à que tem sido observada em 

animais de laboratório, a endotoxina de bactérias gram-negativas (LPS de E. coli) também é 

capaz de deprimir o metabolismo de fármacos mediado por CYP em seres humanos.  

Shedlofsky et al. (1994) administraram a voluntários saudáveis do sexo masculino, uma dose 

oral de um coquetel de fármacos composto por antipirina (250 mg), hexobarbital (500 mg) e 

teofilina (150 mg), antes (injeção de salina apenas) e 30 minutos após uma ou duas injeções 

(espaçadas de 30 minutos) de LPS. Em ambos os casos (uma ou duas doses), o tratamento 

com LPS causou febre, aumento dos níveis de TNF-a, IL-1b, IL-6 e de proteínas de fase 

aguda no soro, assim como uma redução da depuração dos três fármacos do coquetel, 

diminuições estas que foram mais acentuadas após a segunda injeção de LPS e apresentaram 

correlação com os valores máximos iniciais de TNF-a e IL-6. Posteriormente, um estudo 



 17 

semelhante realizado com um grupo de mulheres sadias encontrou decréscimos da depuração 

dos três fármacos após o tratamento com LPS (20 a 31%) de magnitude comparável à 

depressão que havia sido observada no ensaio clínico com homens (Shedlofsky et al., 1997).  

Baseados nestes estudos com LPS em humanos, e nos estudos experimentais em 

roedores, De Paepe et al. (2002), em interessante revisão da literatura voltada para o clínico, 

salientaram que a depressão do metabolismo oxidativo (via CYP), aliado às reduções da 

perfusão de fígado e rins, pode levar à dramáticas alterações da depuração de fármacos em 

pacientes com sepses e choque séptico. Essas modificações farmacocinéticas, e as possíveis 

alterações farmacodinânicas (e.g., variações das afinidades por receptores), como comentam 

os autores, tornam o uso de medicamentos, e a escolha do regime de doses mais adequado 

para o paciente, um grande desafio a ser enfrentado pelos médicos nos casos de sepses e 

choque séptico.   

 

1.2.5.2 Vacinas e componentes 

Vacinas bacterianas, freqüentemente, contém uma certa quantidade de 

lipopolissacarídeos, toxinas e outros componentes de bactérias que, tal como demonstrado por 

Renton e Mannering (1976b) e por vários outros pesquisadores para as endotoxinas, são 

capazes de modular a expressão e a atividade de isoformas CYP hepáticas. Não é 

surpreendente, portanto, que relatos de alterações, em geral depressão, de atividade de 

isoformas CYP possam ser encontrados na literatura.  

MacNee e Nimmo-Smith (1977), por exemplo, descreveram que uma única dose (50 

mg/m2) da vacina contra a bactéria Corynebacterium parvum, injetada por via i.p. em 

camundongos CBA, aumentava o peso do fígado, prolongava o tempo de sono induzido pelo 

hexobarbital, reduzia o conteúdo total de CYP e a atividade da reação de desmetilação do p-

nitroanisol na fração microssomal hepática. Diferente do efeito de duração relativamente curta 

que tem sido descrito para uma única dose do LPS de E. coli (via de regra, inferior a 24 horas, 

dependendo da dose e isoforma), neste caso (C. parvum), os autores verificaram que os efeitos 

depressores eram mais acentuados 13 a 14 dias após a injeção, e que a atividade metabólica 

retornava lentamente aos níveis basais (controles) 20 a 30 dias mais tarde.  

Estudos em ratos têm mostrado, consistentemente, que a vacina BCG, após injeções 

únicas ou repetidas, quer pela via intracutânea, quer pela intravenosa, é capaz de reduzir a 

atividade de monooxigenases hepáticas, como a etoxicumarina-O-desetilase, a hidrocarboneto 

arílico hidroxilase, e a aminopirona-desmetilase (Farquhar et al., 1976, Ruzicka et al., 1980, 

Matsuura et al., 1985). Matsuura et al. (1985) observaram, em ratas tratadas com BCG e C. 

parvum, que a depressão de CYP total e da atividade de monooxigenases hepáticas ocorria 
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por até 10 a 15 dias após uma injeção única, e era acompanhada por hepato-esplenomegalia e 

prolongado aumento da atividade da heme oxigenase.  Baseados nessa observação, os autores 

sugeriram que os dois eventos estariam associados, e que a indução da heme oxigenase 

poderia levar a uma degradação aumentada do heme e, portanto, a uma menor disponibilidade 

deste para a síntese dos CYPs que são hemoproteínas (Matsuura et al., 1985).  

A vacina pertussis (celular, Bordetella pertussis) apresenta um potente efeito 

depressor sobre a expressão e atividade de isoformas CYP hepáticas de roedores, comparável 

em intensidade e duração, à supressão induzida pela C. parvum.  Renton e Mannering (1976b) 

listaram a vacina pertussis entre os agentes indutores de INF-g que tinham em comum a 

propriedade de deprimir o metabolismo oxidativo de xenobióticos. Posteriormente, Renton 

(1979) verificou que a vacina contra a Bordetella pertussis diminuía a velocidade de 

hidroxilação da fenitoína e aumentava consideravelmente (4 vezes) a meia-vida (t1/2) de 

eliminação deste fármaco anticonvulsivante em ratos. Ansher et al., em uma série de 

trabalhos, mostraram que a administração da vacina pertussis isolada, ou do componente 

pertussis associado com o toxóide tetânico, ou ainda da vacina DPT (difteria, pertussis e 

tétano), produzia uma depressão dos níveis totais de CYP e da expressão e atividade de 

isoformas CYP no fígado de camundongos C57BL/6 (Ansher et al., 1992, Ansher et al., 1993, 

Ansher e Thompson, 1994). Essa depressão de CYPs hepáticos surgia logo após a injeção da 

vacina (dose única), retornava em seguida aos níveis basais e, depois, voltava a aparecer, sete 

dias após o tratamento. Os autores mostraram que a primeira fase (transiente) da depressão do 

metabolismo, que ocorria nas 24 horas iniciais, estava associada à elevação de IL-6 e TNF-α 

e, provavelmente, se devia à endotoxina da B. pertussis. A segunda fase da depressão, mais 

acentuada e duradoura, coincidia com uma elevação do INF-γ e, provavelmente, se deve a um 

efeito da toxina pertussis (Ansher et al., 1993). Diferentemente da vacina pertussis celular 

(whole cell vaccines), as vacinas pertussis acelulares (menos tóxicas) aparentemente não 

deprimem as CYP hepáticas de camundongos (Ansher et al., 1992, Ansher et al., 1993, 

Ansher e Thompson, 1994).  

Há na literatura algumas evidências de que vacinas virais também podem alterar o 

metabolismo hepático de xenobióticos. Neste contexto, a vacina contra a gripe (influenza) é a 

mais estudada, mas os resultados dos estudos publicados até agora parecem ser pouco 

consistentes quanto aos efeitos deste tipo de imunização sobre a atividade de isoformas CYP.  

Meredith et al. (1985), por exemplo, investigaram o efeito da vacinação antigripal sobre a 

depuração do lorazepam, do clordiazepóxido e da teofilina em voluntários saudáveis. Os 

autores verificaram que a vacinação não alterou o metabolismo do lorazepam e do 

clordiazepóxido, e produziu apenas uma redução discreta e transitória da depuração da 
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teofilina.  Jann e Fidone (1986), por outro lado, notaram, em pacientes com retardo mental, 

que a vacina contra a gripe aumentou (7 e/ou 14 dias após a vacinação) os níveis séricos de 

anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitoína e carbamazepina), o que indicaria uma eliminação 

mais lenta desses fármacos. Kim e Wilkinson (1996) não encontraram alteração de CYP2E1 

após a vacinação contra a gripe. Hayney et al. (2001), empregando o teste respiratório com 

eritromicina (ERMBT, erythromycin breath test) em 15 voluntários, constataram que a vacina 

contra a gripe não alterou a atividade de CYP3A4. Em estudo subseqüente com o mesmo 

método não invasivo (ERMBT), Hayney e Buck (2002) acharam, entre os sujeitos vacinados, 

um decréscimo da atividade de CYP3A4 relacionado ao aumento da idade do indivíduo, mas 

não aos títulos de anticorpos contra influenza.     

É interessante registrar que, pelo menos dois estudos com vacinas contra doenças 

virais de aves encontraram uma diminuição da atividade de monooxigenases (anilina 

hidroxilase, etilmorfina-N-desmetilase) no fígado de galinhas após a vacinação (Sakar et al., 

2004, Crnić et al., 2006).   

Digno de nota também é o fato de que imunoadjuvantes químicos, como o copolímero 

de pyran, também deprimiram fortemente, e de forma dose-dependente, duradoura, e 

concomitante à ativação de macrófagos, a atividade de enzimas microssomais hepáticas em 

camundongos (Giampietri et al., 1981). 

 

1.2.5.3 Citocinas pró-inflamatórias 

 As citocinas são peptídeos de baixo peso molecular que desempenham papel 

importante na sinalização entre células, sendo produzidas pelo sistema de defesa do 

organismo (i.e., linfócitos, monócitos, e outras células) nas infecções, nas lesões tissulares, na 

doença auto-imune, e em processos inflamatórios de um modo geral. Elas atuam em 

receptores de membrana específicos que, através de mensageiros secundários, frequentemente 

tirosina-quinases, alteram positiva ou negativamente a expressão de vários genes (e.g., de 

proteínas de membrana). Em virtude do papel chave que tem nas infecções e na inflamação, 

as citocinas pró-inflamatórias tem sido apontadas como os prováveis mediadores da regulação 

negativa da expressão e atividade de CYP que ocorre nessas condições. Esta suspeita é 

reforçada pela constatação, através de uma série de estudos experimentais, que citocinas como 

a IL1-β, IL-6, TNF-α e os interferons α e γ, quando administrados in vivo, ou in vitro em 

culturas de hepatócitos, tem efeitos depressores sobre a expressão de isoformas CYP. Além 

disso, os efeitos in vitro de citocinas, regulando a expressão de CYP em hepatócitos de 

roedores, são semelhantes aos observados com células hepáticas humanas (Morgan 1997; 

2001 e Renton, 2000; 2001 e 2004). 
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 A suspeita inicial, como já comentado nesta introdução, foi levantada no estudo de 

Renton e Mannering (1976b), mostrando que diferentes indutores de interferon deprimiam 

várias isoformas e os níveis totais de CYP. Moochhala sustenta, em trabalho publicado em 

1991, a hipótese de Renton e Mannering (1976 b) sobre o papel do interferon na regulação 

negativa de CYP, mas argumentaram que outras citocinas, que seriam liberadas pelas células 

de Kupffer, como a IL-1, a IL-6 e o TNF provavelmente também estariam envolvidas. Nesta 

mesma linha de investigação, a participação de interleucinas foi investigada por Fukuda e 

Sassa (1994). Esses autores trataram células HepG2 de hepatoma com IL-6 e avaliaram o 

efeito sobre a expressão de CYP1A1, observando depressão do mRNA e da proteína. Em 

relação às enzimas da fase 2, menos estudadas, Langouet et al. (1995) notaram um aumento 

do mRNA e da proteína GSTA1 e A2 após tratamento de hepatócitos humanos com IL-4.  

 Estudos em seres humanos foram realizados por Okuno et al. (1993) e Israel et al. 

(1993), para investigar o papel das citocinas na regulação da expressão de CYP. O grupo 

japonês estudou o papel do tratamento com interferon sobre a desalquilação da etoxi- e da 

metoxicumarina em pacientes com hepatite C e concluiu que esta citocina deprimia a 

atividade das enzimas metabolizadoras de drogas.  O grupo  de Israel e colaboradores (1993) 

examinou o efeito do tratamento isolado com INF-α sobre a depuração da teofilina, da 

antipirina e do hexobarbital em pacientes portadores de neoplasias. Como a inibição da 

depuração hepática não foi acompanhada pelo aumento dos níveis de outras citocinas ou das 

proteínas de fase aguda, os autores concluíram que não havia envolvimento de outros 

mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-1 ou IL-6) nas alterações do metabolismo desses 

fármacos causadas pelo tratamento do câncer com interferon. 

Kalsotra et al. (2007), estudando citocinas pró e anti-inflamatórias, encontraram 

efeitos opostos sobre CYP4F (isoforma envolvida no metabolismo do leucotrieno B4, LTB4, 

que modula a inflamação em processos infecciosos e nas lesões tissulares). IL-1, IL-6 e TNF-

α causavam indução, enquanto IL-10 provocava depressão da expressão de CYP4F.   

Calleja et al. (1997) investigaram os efeitos de IL-1, IL-2 e IFN-γ e das suas 

combinações sobre CYP1A induzido pela β-naftoflavona, em cultura de hepatócitos de 

coelhos, e observaram padrões específicos de resposta: enquanto IL-2 deprimia CYP1A1 

induzido, IFN-γ deprimia fracamente a expressão do mRNA de CYP1A1/2.   

 Os estudos de Aitken e Morgan (2007), em hepatócitos humanos, evidenciaram que a 

alteração da expressão de CYP em resposta às citocinas, e aos outros estímulos inflamatórios, 

diferia entre as várias isoformas. Enquanto CYP2C18 não era afetada pelo LPS, IL-6, TNF-α, 

IFN-γ, TGF (tumour growth factor) ou IL-1, 2B6 só respondia à IL-6 e IFN, e 2C9, 2C19 e 

3A4 eram deprimidas por IL-6. 
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Embora, como vimos, vários estudos tenham mostrado que a administração de 

determinadas citocinas (e.g., INF-γ e outras) in vivo, ou a exposição de hepatócitos a elas in 

vitro, sejam capazes de alterar a expressão de isoformas CYP, no estágio atual do 

conhecimento é díficil apontar uma ou mais citocinas como sendo os principais mediadores da 

modulação da expressão de CYP que ocorre nas infecções e na inflamação. Esta dificuldade 

de interpretação dos dados experimentais nasce de algumas características das citocinas como, 

por exemplo, o fato delas serem produzidas tipicamente em cascata, (i.e., uma determinada 

citocina administrada estimula as células alvo a produzir outras citocinas). Além disso, as 

citocinas são pleitrópicas (uma citocina age em uma gama de diferentes células alvo) e 

redundantes (funções semelhantes podem ser estimuladas por diferentes citocinas) em suas 

ações. Elas podem também agir tanto sinergisticamente (duas ou mais citocinas agem 

conjuntamente e o efeito é amplificado), quanto antagonisticamente (duas citocinas tem 

atividades opostas em determinado alvo). Neste cenário complexo, a melhor generalização 

que se pode fazer, a partir dos dados experimentais disponíveis até o momento, é que, 

coletivamente, as citocinas pró-inflamatórias estão, de alguma forma, envolvidas na regulação 

da expressão de CYP durante a inflamação e nas infecções. É possível também que haja 

especificidades quanto à regulação da expressão de cada uma das diferentes isoformas, como 

sugerido por Aitken e Morgan (2007), mas ainda permanece por ser devidamente esclarecido 

como as várias citocinas interagem na modulação da expressão de CYP, e se há a participação 

de outras moléculas (e.g., NO) como atores principais ou coadjuvantes nesse processo.  

 

1.2.6 Hipóteses sobre os mecanismos pelos quais estímulos inflamatórios modulariam a 

expressão e a atividade de isoformas CYP 

1.2.6.1 Controvérsias a respeito do papel do óxido nítrico como mediador da regulação 

negativa de CYP na inflamação e em infecções 

Em trabalho publicado em 1993, Oleg Khatsenko, John Vane e dois outros 

pesquisadores, Steven Gross e Arleen Rifkind, apresentaram uma série de evidências que, 

segundo eles, indicaria que o NO produzido pelas células imunoativadas seria o principal 

mediador da supressão de enzimas citocromo P450 observada após a imuno-estimulação 

(Khatsenko et al., 1993).  As evidências reunidas pelos autores incluíam resultados de testes 

in vitro demonstrando que, em microssomos hepáticos de ratos tratados com fenobarbital, o 

aumento da concentração de NO, gerado a partir da substância doadora 3-

morfolinosidnonimina N-etilcarbamida (SIN-1), correlacionava-se com o declínio da 

atividade da androstenediona 16β-hidroxilase (catalisada por CYP2B1).  Em outros 

experimentos in vitro, com microssomos hepáticos de embrião de galinha e de rato induzidos 
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pelo fenobarbital, pela β-naftoflavona e pelo 3-metilcolantreno, a atividade da ECOD 

(mediada por várias isoformas CYP) foi deprimida em relação ao controle, quando a 

preparação microsomal foi incubada com a enzima NO sintase e cofatores, mas essa inibição 

foi total ou parcialmente revertida pela Nω-metil-L-arginina (LNMA), substância inibidora da 

síntese de NO.  Complementando esses dados de testes in vitro, Khatsenko et al. (1993) 

relataram que, em ratos tratados in vivo com LPS, a depressão da atividade da 

pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD, catalisada por CYP2B1) no fígado, e o aumento 

dos níveis de NO no soro, foram ambos parcialmente revertidos pelo tratamento concomitante 

com L-NAME, bloqueador da NO sintase, adicionado à água de beber.  Nesse trabalho, os 

autores mostraram ainda que o tratamento (in vivo) de ratos com LPS causava acentuada 

depressão dos níveis totais de CYP em microssomos hepáticos (previamente induzidos com 

fenobarbital), depressão esta que também era parcialmente antagonizada pelo tratamento 

concomitante com L-NAME. 

Em uma série de estudos subsequentes, Khatsenko et al. reuniram novas evidências de 

que o NO seria um elo fundamental na cadeia de eventos desencadeados pela estimulação 

imunológica que levam à depressão das atividades de isoformas CYP.  Khatsenko et al. 

(1997) investigaram os efeitos do tratamento de ratos com um inibidor da NOS2 (L-NAME), 

sobre a regulação negativa da atividade e expressão (mRNA e apoproteína) de CYP2B1/2 

desencadeada pelo LPS em duas situações: administração do LPS antes e depois da indução 

de CYP2B1/2 com fenobarbital.  O tratamento com LPS deprimiu a atividade catalítica 

(PROD) e os níveis da apoproteína (immunoblotting) e do mRNA (RT-PCR – Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction semi-quantitativo) nas duas situações, mas o L-

NAME só reverteu parcialmente essa depressão na segunda situação (LPS administrado após 

a indução com fenobarbital). Em vista desses resultados, os autores especularam que o NO 

mediaria – em parte – os efeitos supressivos do LPS sobre CYP2B1/2 ao nível pré-traducional 

(e.g., alterando a estabilidade do mRNA) e afetaria apenas o mRNA e a proteína pré-

existentes (já induzidos), não tendo aparentemente efeito sobre a síntese de novo (durante a 

indução).  

Em outro estudo, Khatsenko e Kikkawa (1997) trataram ratos com LPS (1,2 mg/kg ip) 

e, 24 horas depois, analisaram os efeitos do tratamento sobre os níveis de mRNA (RT-PCR 

semi-quantitivo de 2C11 e 3A) e proteínas (immunoblotting de 3A2, 2C11 e 2B1/2), e sobre 

as atividades (16α- e 6β-androstenediona hidroxilases, EROD e PROD) de monooxigenases 

(3A2, 2C11, 1A2, e 2B1/2) na fração microssomal hepática. Os pesquisadores investigaram 

também como o bloqueio da NO sintase com L-NAME ou com aminoguadina (AG), 

administrados em doses repetidas após a injeção de LPS, afetaria o efeito depressor da 
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endotoxina sobre essas isoformas. Os resultados mostraram que, como esperado, o L-NAME 

e a AG bloquearam o aumento dos níveis de NO plasmático (20 vezes) causado pelo LPS, e 

impediram o declínio dos níveis totais de CYP. Os dois inibidores da NOS2 reverteram ainda 

a depressão das atividades catalíticas das isoformas, e a redução dos níveis de proteína (de 

29% para 3A2 a 100% para 2C11) e de mRNA produzidas pela endotoxina.   

O papel do NO na supressão de isoformas CYP hepáticas foi examinado também em 

camundongos infectados com a bactéria Gram-negativa Chlamidia trachomatis (Khatsenko et 

al., 1998). Seis dias após a inoculação i.p. de C. trachomatis, a produção in vitro de NO por 

macrófagos recuperados em lavado peritoneal estava aumentada, e as atividades de CYP1A 

(EROD) e 2B (PROD e BROD) no fígado estavam deprimidas (49%) em relação ao 

registrado em  camundongos controles não infectados. O bloqueio da produção de NO com L-

NAME reverteu os efeitos depressores da infecção sobre as atividades das isoformas CYP1A 

e 2B.  

É interessante registrar que um estudo independente, de um outro grupo de 

pesquisadores (Wink et al., 1993), publicado no mesmo ano do trabalho inicial de Khatsenko 

et al. (1993), havia constatado também que, em testes com exposição in vitro, substâncias 

liberadoras de NO inibiam as atividades de EROD e BROD nas frações S9 e microssomal 

hepática de ratos. 

A hipótese levantada por Katsenko et al. (1993), portanto, é sustentada por 

experimentos envolvendo exposições in vitro e in vivo e, no caso das últimas, com o emprego 

de substâncias inibidoras da NO sintase induzível (NOS2). É importante destacar que a clara 

inibição de isoformas CYP pela exposição in vitro da fração microssomal ao NO, implica em 

bloqueio da atividade catalítica da enzima já expressa, não havendo nesta fração subcelular 

qualquer possibilidade de interferência com a regulação da expressão da enzima. No caso dos 

tratamentos in vivo, entretanto, o NO poderia estar tanto regulando negativamente a expressão 

da enzima, quanto inibindo diretamente a sua atividade catalítica, ou agindo de ambas as 

formas. Embora plausível, a hipótese de Khatsenko e colaboradores não é elaborada em 

detalhes a ponto de sugerir o mecanismo preferencial pelo qual a elevação dos níveis de NO 

inibiria a atividade de CYP. Há, teoricamente, várias formas pelas quais o NO poderia inibir a 

atividade de CYP, tais como: 

1) Ligação (lábil e reversível) do NO ao grupo prostético heme, impedindo a ligação 

do O2 e, consequentemente, inibindo a atividade catalítica da enzima. Esta inibição reversível 

(complexo heme-nitrosil) (Wink et al., 1993) da atividade enzimática poderia ser notada na 

exposição in vitro, mas dificilmente seria evidenciada nos casos de tratamento in vivo porque, 
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pela natureza lábil da ligação do NO ao grupo heme, a inibição desapareceria quando da 

preparação da fração microssomal; 

2) Nitrosilação (ligação do NO aos resíduos de aminoácidos, e.g., grupos tiol da 

cisteína) da proteína, mudando a sua conformação e as características do centro ativo, e a 

afinidade da enzima pelo substrato (inibição irreversível); 

3) Nitrosilação dos fatores reguladores da transcrição dos genes das isoformas da 

proteína, diminuindo a transcrição e, consequentemente, os níveis de mRNA (regulação 

negativa da expressão); 

4) Degradação mais rápida da apoproteína (desestabilização), em consequência da 

nitrosilação de resíduos de aminoácidos ou do próprio heme; 

5) Degradação mais rápida do mRNA (desestabilização) da enzima, diminuindo em 

termos quantitativos a tradução deste na proteína. 

A hipótese de Oleg Khatsenko et al. de que o NO atuaria, de um modo geral, como 

mediador final da regulação negativa de CYP que ocorre na inflamação foi contestada - em 

parte - por uma série de trabalhos publicados a partir de 1998 por um grupo de pesquisadores 

liderados por  Edward Morgan.  

Sewer e Morgan (1998) trataram ratos com LPS de E. coli e determinaram, durante um 

período de 24 horas, as concentrações plasmáticas de NO, e os níveis de mRNA (RT-PCR 

semiquantitativo) e de apoproteínas, assim como as atividades de CYP2C11, 2E1 e 3A2 no 

fígado. As concentrações plasmáticas de NO estavam aumentadas 4, 6 (máximo) e 12 horas 

após a injeção da endotoxina, mas retornavam aos níveis basais 24 horas após a injeção. A co-

administração da aminoguanidina, inibidor da NOS2, bloqueou completamente a elevação do 

NO plasmático em resposta à injeção do LPS, mas não reverteu a regulação negativa da 

expressão (mRNA e proteína) e a depressão da atividade catalítica (hidroxilação da 

testosterona nas posições 2α, 16-α e 6-β, as duas primeiras catalisadas por CYP2C11, e a 

última por 3A2, e a hidroxilação do p-nitrofenol, mediada por 2E1) das três isoformas nos três 

intervalos de tempo examinados após o tratamento com a endotoxina.  Em relação às 

atividades catalíticas, os autores notaram que elas estavam inibidas (CYP3A2 em menor grau) 

6 horas após a injeção de LPS, retornavam aos níveis basais 12 horas após, e estavam 

novamente deprimidas 24 horas após o tratamento. Como o grupo de ratos tratados apenas 

com a aminoguanidina apresentou uma inibição semelhante das atividades catalíticas, Sewer e 

Morgan (1998) concluem que neste intervalo de tempo (fase inicial do efeito) após a 

administração do LPS, não foi possível excluir a possibilidade da elevação do NO ser 

necessária para este efeito. Os autores salientam, entretanto, que a segunda fase (24 horas 

depois do tratamento) da depressão de CYP pelo LPS, que resultaria da regulação negativa da 
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expressão dos genes, seria independente da elevação dos níveis do NO (uma vez que 24 horas 

após o tratamento, os níveis de NO já teriam retornado ao níveis normais).   Estes dados de 

Sewer e Morgan (1998), claramente, contradizem os resultados anteriores de Khatsenko e 

Kikkawa (1997) e são difíceis de explicar.  

Em estudo subsequente, o grupo de pesquisadores liderado por E. Morgan examinou o 

papel do NO na regulação negativa de CYP2B1 causada pelo LPS em cultura primária – em 

Matrigel - de hepatócitos de ratos (Ferrari et al., 2001). Nestes experimentos, a expressão de 

CYP2B1 nos hepatócitos havia sido préviamente induzida por exposição ao fenobarbital (1 

mM) por 48 horas. Inicialmente, Ferrari et al. (2001) constataram que o LPS, adicionado ao 

meio de cultura por 24 horas, produzia uma elevação dos níveis de NO e uma redução do 

mRNA de CYP2B1 (RT-PCR semiquantitativo) nos hepatócitos, sendo ambos os efeitos 

dependentes da concentração de LPS. Neste experimento, entretanto, o LPS foi claramente 

mais potente em suprimir o mRNA de CYP2B1 (EC50 < 1 pg/ml) do que em elevar os níveis 

de NO (EC50 > 10 ng/ml). Em outro experimento, os autores notaram que uma concentração 

baixa de LPS (10-10 g/ml) causava uma indução transitória do mRNA de CYP2B1 com 6 

horas, e uma depressão com 12 e 24 horas de tratamento, enquanto uma concentração alta da 

endotoxina (10-5 g/ml) produzia apenas uma depressão a partir de 12 horas.  Segundo Ferrari 

et al. (2001), a supressão do mRNA produzida pelo LPS foi independente do NO, porque a 

adição de NMA ou de aminoguanidina ao meio de cultura, em concentrações que bloquearam 

completamente a elevação do NO, não atenuaram o efeito depressor sobre a expressão de 

CYP2B1. Os autores verificaram ainda que, nesta cultura de hepatócitos de rato, a depressão 

dos níveis de proteína e da atividade (PROD) de CYP2B1 produzida pelo LPS (10 mg/ml) 

podia ser completamente antagonizada pela adição de inibidores da NO sintase e também pelo 

composto LY83583 – inibidor da guanilato ciclase solúvel, e da produção da guanosina 

monofosfato cíclica (cGMP) - que impedem a indução da NOS2. A adição de arginina ao 

meio de cultura anulou o efeito dos inibidores de NOS2, ou seja, restabeleceu a regulação 

negativa da expressão de CYP2B1 pelo LPS, enquanto a adição de doadores de NO (GSNO, 

S-nitrosoglutationa e SNAP, S-nitroso-N-acetilpenicilamina) mimetizou o efeito da 

endotoxina sobre esta isoforma.  Em conjunto, os resultados de Ferrari et al. (2001) sugeriram 

que a regulação negativa de CYP2B1 pelo LPS poderia se fazer por dois mecanismos, um 

componente de ação rápida dependente do NO, que deprimiria os níveis da proteína nas 

concentrações mais altas da endotoxina, e um componente tardio independente do NO, que 

suprimiria a expressão da isoforma ao nível pré-traducional e que ocorreria em concentrações 

baixas de LPS.       
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Como vimos, quase todos os estudos sobre o papel do NO na regulação negativa de 

CYP em resposta à endoxina foram realizados com ratos. Li-Masters e Morgan (2002), 

todavia, investigaram se a modulação de isoformas da subfamília CYP2B pelo LPS em 

camundongos seria dependente do NO. Os autores verificaram que, camundongos fêmeas 

C57BL/6  previamente tratados com fenobarbital (33 mg/kg ip de 8 em 8 horas por 2 dias), 

responderam ao LPS (0, 0,3, 1, 3, 10 e 20 mg/kg i.p.) com uma elevação dos níveis de NO 

plasmático e uma depressão dos níveis de mRNA e da proteína de CYP2B9/10 no fígado, 12 

horas após o tratamento com a endoxina. Estas respostas ao LPS foram dose-dependentes, 

mas, enquanto a dose de 0,3 mg/kg já havia causado depressão máxima dos mRNA de 

CYP2B9 e 2B10, os níveis de NO aumentaram a partir de 1 mg/kg e alcançaram o nível 

máximo na dose de 10 mg/kg. Neste estudo, Li-Masters e Morgan (2002) demonstraram 

também que a depressão dos níveis do mRNA de CYP2B9 e 2B10 causada por 1 mg/kg de 

LPS (12 horas após) foi equivalente em C57BL/6 selvagens e em camundongos nulos para 

expressão de NOS2 (NOS2 null mice) que, como esperado, não apresentaram aumento de NO 

plasmático após a administração da endotoxina. Os níveis de proteína estavam deprimidos 24 

horas após o LPS tanto nos camundongos selvagens quanto nos nulos para NOS2. Esses 

resultados levaram os autores a concluir que no fígado de camundongos, a regulação negativa 

da expressão de CYP2B9/10 (mRNA e proteína) é independente da elevação do NO 

produzida pela endotoxina.     

Há alguma discrepância entre os dados de Morgan et al. no que tange ao papel do NO 

na supressão de proteínas de isoformas da subfamília 2B em hepatócitos de ratos em cultura 

(Ferrari et al., 2001) e no fígado de camundongos (Li-Masters e Morgan, 2002), em resposta à 

endotoxina. De qualquer modo, embora o conjunto de dados do grupo liderado por E. Morgan 

nessa série de estudos não exclua totalmente a possibilidade de que o NO tenha um papel na 

depressão de CYPs na inflamação, particularmente no caso de CYP2B, eles contradizem 

algumas evidências experimentais apresentadas por Oleg Khatsenko e colaboradores, e 

enfraquecem a hipótese de que o NO seria um mediador final necessário dessa regulação 

negativa.  

A controvérsia sobre o papel do NO na regulação de CYP permanece viva na 

literatura.  

Westerholt et al. (2004), por exemplo, analisando material de biópsia de fígados 

humanos transplantados, verificaram que durante o processo de rejeição há uma clara 

depressão da atividade de CYP (1A2 e 2E1), que é acompanhada por uma regulação positiva 

(RT-PCR) dos genes do INF-γ e da NOS2, mas não da NOS constitutiva. Os autores 
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atribuíram à elevação do NO e de citocinas, a depressão das atividades de CYP no fígado 

durante a rejeição em curso. 

Tunctan et al. (2006) investigaram, em ratos, a hipótese de que a inibição de CYP4A 

renal, em resposta à endotoxina, estaria associada à elevação do NO, e contribuiria para a 

hipotensão observada na endotoxemia. Os autores usaram um potente inibidor da NOS2, 1,3- 

PBIT na dose de 10 mg/kg,  e concluíram que a superprodução de NO via NOS2 suprime a 

expressão e atividade de CYP4A nos rins, e que a administração de 1,3-PBIT restaura a 

atividade e expressão de CYP4A, e reverte a queda da pressão arterial média. Esse efeito 

poderia resultar do aumento da produção de ácido araquidônico e metabólitos, em decorrência 

da recuperação da atividade de CYP4A. 

Eum et al. (2006) produziram, experimentalmente, sepses polimicrobiana em ratos 

(CLP, cecal ligation and puncture) e examinaram o papel da elevação do NO na depressão da 

expressão e atividade de CYPs hepáticas, empregando bloqueadores da NOS (aminoguanidina 

100 mg/kg i.p. e L-NAME 100 mg/kg i.p.). Segundo os autores, os dois bloqueadores da NO 

sintase inibiram os efeitos depressores da CLP sobre as CYP hepáticas, o que sugeriria que o 

NO desempenha um papel chave na regulação negativa das CYP hepáticas na sepses.   

Recentemente, Gharavi e El-Kadi (2007) relataram evidências, obtidas em testes em 

cultura de células de hepatoma murino (células Hepa 1c1c7), sugestivas de que o NO estaria 

envolvido na regulação negativa da expressão de CYP1A1 causada pelo LPS e pelo TNF-α.

  

1.3 Malária 

1.3.1 Malária humana 

A malária é a doença parasitária de maior impacto em termos de saúde pública, tanto 

pela elevada incidência, principalmente em países em desenvolvimento, quanto pela alta 

morbi-mortalidade. Entre 300 e 500 milhões de indivíduos são infectados anualmente, sendo a 

doença endêmica em algumas regiões da Ásia e América do Sul e, sobretudo, na África 

subsaariana. Estima-se que a malária mate de um e meio a dois milhões de pessoas 

anualmente em todo o mundo, ocorrendo a maioria destes óbitos na África subsaariana 

(Greenwood e Mutabingwa, 2002; Camargo, 2003).   

O agente etiológico da malária é um protozoário que pertence ao filo Apicomplexa, à 

família Plasmodiidae e ao gênero Plasmodium, sendo quatro as espécies que causam a doença 

no homem: o P. falciparum, o P. vivax, o P. malariae e o P. ovale. O P. falciparum é o 

protozoário responsável pela forma mais grave da malária humana.   

Na natureza, o ciclo biológico do parasito da malária (Plasmodium spp.) se passa em 

dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado (mosquito). No caso da malária humana, 
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os hospedeiros invertebrados são mosquitos do gênero Anopheles, sendo o A. gambiae, o mais 

eficiente vetor da doença e o mais importante transmissor na África. No Brasil, o A. darlingi é 

o mais importante transmissor da doença, ocorrendo na Região Amazônica, enquanto o A. 

aquasalis é o vetor encontrado nas regiões costeiras e de águas de maior salinidade.      

Quando a fêmea do anofelino suga o sangue do hospedeiro, a forma infectante do 

parasito (Plasmodium spp.) ou esporozoíta, é injetada no tecido subcutâneo ou, menos 

frequentemente, diretamente na circulação sanguínea. Os esporozoítas rapidamente atingem o 

fígado, onde no interior dos hepatócitos, se diferenciam em trofozoítas hepáticos. Os 

trofozoítas se desenvolvem e adquirem a forma de esquizonte hepático, que sofre divisão 

mitótica, produzindo os merozoítas. Ao final deste processo de multiplicação, os hepatócitos 

se rompem, liberando milhares de merozoítas na corrente sanguínea. Esta fase hepática da 

infecção, ou estágio exo-eritrocítico da malária, dura entre seis e dezesseis dias, dependendo 

da espécie de Plasmodium.  Os merozoítas liberados são, em grande parte, fagocitados e 

destruídos ainda no fígado pelas células de Kupffer, mas os que sobrevivem, invadem os 

eritrócitos e iniciam o estágio eritrocítico da doença. No interior das hemácias, os merozoítas 

se transformam em trofozoítas, que se dividem por esquizogonia. Após essa intensa 

multiplicação do parasito, as hemácias se rompem liberando milhares de novos merozoítas na 

corrente sanguínea, onde eles irão invadir novas hemácias, reiniciando, assim o ciclo 

eritrocítico de multiplicação (Figura 1.1). 

Os ciclos esquizogônicos eritrocitários podem ocorrer a intervalos regulares, cuja 

duração é característica de cada espécie de Plasmodium: 48 horas para o P. falciparum (o 

ciclo eritrocítico deste plasmódio pode ocorrer também a intervalos de 36 horas), P. vivax ou 

P. ovale, e 72 horas para o P. malariae. Durante a fase eritrocítica de multiplicação, alguns 

merozoítas se diferenciam em gametócitos (formas sexuadas do parasita), que são ingeridos 

pelo mosquito, quando do repasto sanguíneo. No tubo digestivo do anofelino infectado, tem 

lugar a reprodução sexuada do parasita. Os gametócitos masculino e feminino se fundem, 

formando o zigoto que, depois de algum tempo, desloca-se com movimentos amebóides e, no 

revestimento epitelial da parede intestinal, segrega-se com um envoltório protetor, formando 

uma estrutura denominada oocisto (Rey, 1991). O processo de multiplicação ou esporogonia 

dá origem a novos esporozoítas e leva ao crescimento do oocisto no intestino. Os esporozoítas 

são liberados com a ruptura do oocisto, invadem a hemolinfa e migram para as glândulas 

salivares do inseto. Quando há novo repasto, os esporozoítas são injetados junto com a saliva 

do mosquito no hospedeiro vertebrado, iniciando mais um ciclo de vida do parasito (Rey, 

1991;  Miller et al., 2002) (Figura 1.2). 
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 Os sinais e sintomas da malária estão associados ao ciclo eritrocítico do parasito e 

incluem febre, calafrios, cefaléia, artralgia, vômitos, sensação de formigamento na pele, 

anemia, hemoglobinúria, hipoglicemia, convulsões e coma. Alterações como esplenomegalia, 

hepatomegalia, isquemia cerebral e insuficiência renal também podem ser vistas. As 

manifestações clínicas da malária grave, que eventualmente incluem alterações neurológicas 

(malária cerebral), podem evoluir para o coma e a morte (Pamplona et al., 2007).  Crianças, 

mulheres grávidas e indivíduos que são infectados com o plasmódio pela primeira vez são 

particularmente susceptíveis às manifestações mais graves da doença. As infecções pelo P. 

vivax, P. ovale e P. malariae raramente dão origem a quadros de maior severidade e, via de 

regra, não são letais. 
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Figura 1.1 – Ciclos exo-eritrocítico e eritrocítico da malária.  Reproduzido de 
“Understanding Malaria, Fighting an Ancient Scourge” NIAID Science Education, NIH, 
USA (http://www. niaid.nih.gov/publications/malaria/pfd/malaria/pdf, acessado em 
14/03/2008). 
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Figura 1.2 – Ciclo sexuado do Plasmodium no mosquito (fêmea) do gênero Anopheles.  
Reproduzido de “Understanding Malaria, Fighting an Ancient Scourge” NIAID Science 
Education, NIH, USA (http://www. niaid.nih.gov/publications/malaria/pfd/malaria/pdf, 
acessado em 14/03/2008). 
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1.3.2 Modelos experimentais de malária 

 O conhecimento atual sobre a imunopatologia da malária foi adquirido, em grande 

parte, em estudos que envolveram a infecção de roedores de laboratório, principalmente 

camundongos. Os parasitos mais frequentemente usados nos modelos murinos de malária 

pertencem a quatro espécies do gênero Plasmodium: P. berghei, P. yoelii, P. vinckei e P. 

chabaudi. 

O Plasmodium berghei foi o primeiro dos quatro parasitos a ser isolado e é ainda hoje 

o mais utilizado em estudos experimentais (Cox, 1988).  O P. berghei é encontrado em vários 

roedores e, no laboratório, é capaz de infectar camundongos, hamsters e ratos. No caso dos 

ratos, os indivíduos jovens são susceptíveis, mas os adultos são em geral refratários à infecção 

(Cox, 1988).  O P. berghei tem um ciclo assexuado eritrocitário não sincronizado, cuja 

periodicidade de replicação é de 24 horas, e em camundongos, produz seis a dez merozoítas 

por hemácia infectada (Cox, 1988). 

No caso do P. chabaudi, a esquizogonia tem início por volta da meia-noite e prolonga-

se até a manhã seguinte, e cada esquizonte maduro contém de quatro a oito e, ocasionalmente, 

mais merozoítas (Cox, 1988).  

 A gravidade e o curso letal ou não-letal da malária murina experimental dependem do 

parasito e da linhagem do camundongo. Os plasmódios P. berghei, P. vinckei e algumas 

linhagens de P. yoelii e P. chabaudi são capazes de causar infecções letais em camundongos 

(Foote et al., 2005).  No caso de camundongos infectados com o P. berghei, a evolução letal 

pode se dar precocemente em conseqüência do aparecimento de um quadro neurológico 

compatível com malária cerebral, ou mais tarde, em virtude de um quadro de anemia aguda 

grave.  No caso de outros plasmódios (P. yoelii, P. c. chabaudi e P. vinckei petteri), a morte 

nas linhagens de camundongos não resistentes ocorre, via de regra, em conseqüência do 

agravamento do quadro de anemia aguda. Nas linhagens murinas resistentes, entretanto, a 

infecção com esses plasmódios pode evoluir para a recuperação, após a elevação inicial da 

parasitemia, com a eliminação completa do parasito, ou com a permanência deste, e recidivas 

de menor intensidade ocorrendo durante vários meses (Foote et al., 2005).     

 O quadro neurológico causado pelo P. berghei ANKA em linhagens não resistentes 

(e.g., C57BL/6), tem sido considerado um modelo murino da malária cerebral humana.  

 A malária cerebral (MC) humana está associada a uma alteração fisiopatalógica típica 

da doença causada pelo P. falciparum, ou seja, o seqüestro das hemácias parasitadas em vasos 

da microcirculação de órgãos como o cérebro, o coração, os pulmões e a submucosa do 

intestino delgado, sequestro de leucócitos e plaquetas nos microvasos cerebrais e produção 

excessiva de citocinas pró-inflamatórias (Brian de Souza e Riley, 2002; Combes et al., 2006).  
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Embora nenhum modelo animal (primatas e roedores) mimetize exatamente a síndrome 

humana, o P. berghei ANKA causa, em linhagens não resistentes de camundongos (e.g., 

C57BL/6, CBA), um quadro neurológico em que os sinais clínicos como ataxia, convulsões e 

coma foram associados ao seqüestro de células sanguíneas nos vasos da microcirculação 

cerebral, com obstrução vascular e micro-hemorragias nas áreas com lesões do tecido nervoso 

(Brian de Souza e Riley, 2002).    É interessante registrar que o P. berghei ANKA produz um 

quadro claro de malária cerebral em apenas duas linhagens (C57BL/6 e CBA) murinas, que 

são conhecidas por serem geneticamente predispostas a exibir forte resposta imune pró-

inflamatória (Brian de Souza e Riley,  2002).  Recentemente, Griffith et al. (2007) 

demonstraram que a sinalização através do receptor Toll-like influencia o desenvolvimento da 

malária cerebral letal nos camundongos infectados com P. berghei ANKA.  Em relação à 

malária cerebral causada pelo P. berghei ANKA, a linhagem murina DBA-2 foi classificada 

como resistente por Foote et al. (2005) e como não resistente, por Brian de Souza e Riley 

(2002). Embora a infecção com P. berghei ANKA seja letal também para camundongos 

DBA-2, a morte nesse caso resulta, em geral, do agravamento da anemia aguda e não do 

comprometimento cerebral.  

 O P. c. chabaudi é, de um modo geral, considerado “avirulento” ou não letal mas, na 

verdade, o desfecho letal ou não letal da infecção experimental depende da linhagem, ou seja 

da constituição genética do hospedeiro murino. Os camundongos das linhagens C57BL/6, 

DBA-2 e CBA são resistentes (i.e., a infecção evolui para a resolução), enquanto no caso dos 

camundongos A/J e BALB/c (não resistentes), a infecção resulta na morte do hospedeiro 

(Cox, 1988, Hernandez-Valladares et al., 2004, Foote et al., 2005).   

 Entre as principais características patológicas da malária humana estão a anemia, a 

trombocitopenia, a esplenomegalia, a hepatomegalia, o edema pulmonar, o dano cerebral 

(malária cerebral), o dano renal e a imunodepressão (Cox, 1988; Rey, 1991). Segundo Cox 

(1988), todas essas alterações patológicas da malária humana ocorrem também em infecções 

experimentais de primatas e roedores.   

 A anemia em roedores é comparável à observada em seres humanos, particularmente 

nos portadores de malária pelo P. falciparum, sendo grave e de início rápido.  A fisiopatologia 

da anemia na malária é complexa. A elevação da parasitemia é acompanhada por queda do 

hematócrito e eritrofagocitose (de células infectadas e não infectadas) no fígado e baço e 

aumento da reticulocitose.  A anemia, todavia, parece ser mais grave do que aquela que seria 

esperada da simples ruptura das hemácias parasitadas.  A possibilidade de toxinas produzidas 

pelo plasmódio afetarem diretamente a eritropoiese, o desenvolvimento de anemia auto-imune 

clássica, e efeitos indiretos de antígenos do parasita na superfície de células infectadas e não 
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infectadas são hipóteses que tem sido apresentadas como explicações para o aparecimento da 

anemia grave na malária (Cox, 1988).   

 A espleno e hepatomegalia são alterações também encontradas na malária murina. O 

baço do roedor aumenta consideravelmente de tamanho e apresenta cor vermelho-escura ou 

negra, sendo frágil ao toque. O exame histológico mostra que o baço está em estado reacional 

hiperplásico, com aumento do número e tamanho dos macrófagos da polpa vermelha que 

exibem intensa atividade fagocitária, o que é evidenciado pela presença de parasitas, restos 

celulares e pigmento (hemozoína). O fígado também está aumentado e adquire cor castanho-

escura em virtude do acúmulo de grandes quantidades de pigmento (hemozoína) nas células 

de Kupffer que sofrem hiperplasia e hipertrofia.  

 É importante destacar que, na esmagadora maioria dos estudos realizados com 

roedores, o animal é inoculado por via intra-peritoneal ou intra-venosa, com o sangue de um 

doador infectado com o plasmódio, o que inicia diretamente o ciclo eritrocítico da doença no 

hospedeiro vertebrado. Não há nesses casos, portanto, a intervenção do hospedeiro 

invertebrado e um ciclo exoeritrocítico no fígado do vertebrado. No hospedeiro vertebrado, 

nenhuma alteração patológica significativa tem sido atribuída aos esporozoítas, ao estágio 

exoeritrocítico, ou aos gametócitos (Cox, 1988). 

 

1.3.3 Alterações do metabolismo de xenobióticos observadas na malária 

Como veremos a seguir, há na literatura alguns estudos sobre alterações do 

metabolismo de xenobióticos na malária experimental em roedores e na infecção humana com 

P. falciparum.  Na maioria dos trabalhos experimentais encontrados, foi usado o P. berghei 

como agente da doença, embora haja também alguns estudos com o P. yoelii.  No caso dos 

estudos com P. yoelii, entretanto, não é informado nos artigos se se trata de linhagem letal ou 

não letal do parasita. Em vários trabalhos com camundongos, a linhagem do hospedeiro 

murino também não é informada no artigo publicado.  Há artigos também em que faltam 

informações precisas sobre a parasitemia e a clínica do hospedeiro no momento em que o 

animal é morto para análise do metabolismo hepático. Nessas condições, como veremos a 

seguir, é possível concluir que a malária altera o metabolismo de xenobióticos, mas não é 

possível identificar que tipos de evolução da infecção (letal ou não letal) estariam associados 

à essas alterações.  
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1.3.3.1 Alterações na malária experimental 

A malária experimental, produzida pelo P. berghei em ratos foi, possivelmente, a 

primeira infecção que foi associada à uma depressão da atividade de enzimas hepáticas que 

participam do metabolismo de xenobióticos.  Em 1970, Jeane S. McCarthy et al. publicaram 

um artigo em que relataram que ratos infectados com hemácias parasitadas com P. berghei e 

mortos sequencialmente de 1 a 8 dias após a infecção, exibiam uma progressiva redução do 

metabolismo microssomal hepático da etilmorfina, anilina, p-nitroanisol e hexobarbital, assim 

como um declínio dos níveis totais de CYP.  Os pesquisadores observaram também que a 

diminuição da atividade das CYP hepáticas era acompanhada por um prolongamento do 

tempo de sono induzido pelo hexobarbital.  Nas conclusões do trabalho, os autores destacaram 

que “permanece por ser determinado se as alterações bioquímicas observadas resultam de 

uma ação direta do parasita ou são efeitos secundários da infecção” (McCarthy et al., 1970). 

O trabalho de McCarthy et al. permaneceu nos anos seguintes quase como um registro 

isolado, não tendo estimulado de imediato outros estudos sobre a modulação do metabolismo 

de xenobióticos durante as infecções. Como vimos anteriormente nesta Introdução, coube ao 

artigo posterior de Renton e Mannering (1976b), que levantava a hipótese de existir uma 

relação entre a indução do INF-g e a depressão do metabolismo, o papel de chamar a atenção 

para o fato de que se estava diante de um fenômeno mais geral, que poderia ter implicações na 

área da terapêutica farmacológica.    

Apenas em 1984 apareceu na literatura um outro artigo sobre alterações do 

metabolismo de xenobióticos em modelos experimentais de malária. Alvares et al. (1984) 

infectaram camundongos (NIH/NMRI ou A/J) com P. berghei e observaram, durante o 

estágio eritrocítico da malária, declínios de 30-40% nos níveis totais de CYP e nas atividades 

de monooxigenases (oxidação da etilmorfina e do benzo[a]pireno) no fígado.  Neste estudo, 

Alvares et al. (1984) investigaram também as alterações de CYP no estágio exo-eritrocítico 

da malária, e em camundongos injetados com esporozoítas inativados pelo calor, não tendo 

encontrado reduções significativas dos níveis e das atividades de CYPs hepáticos nessas duas 

situações (i.e., nem nos camundongos injetados com esporozoítas ativos nem nos injetados 

com os esporozoítas inativados). Este trabalho de Alvares et al. (1984) foi o único que 

localizamos, nas bases de dados pesquisadas (MedLine e ToxLine), em que a  modulação da 

biotransformação de xenobióticos foi estudada no estágio exo-eritrocítico da infecção 

malárica. 

Estudos subseqüentes em camundongos e ratos encontraram, de um modo geral, 

resultados consistentes com uma depressão de isoformas CYP hepáticas e do metabolismo de 

xenobióticos durante o estágio eritrocítico da malária. 
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Mihaly et al. (1987) avaliaram a eliminação do anti-malárico pirimetamina em fígados 

isolados de ratos infectados com formas eritrocíticas de P. berghei duas semanas antes da 

remoção do órgão. Neste trabalho, os pesquisadores verificaram que a eliminação do fármaco 

estava prejudicada (i.e., meia vida no perfusato aumentada) nos fígados dos ratos infectados. 

Saxena et al. (1987) infectaram camundongos albinos com P. yoelii nigeriensis e 

verificaram que, quando a parasitemia atingia níveis extremamente altos (80%), ocorria no 

fígado dos infectados uma diminuição de CYP e da atividade de monooxigenases (anilina 

hidroxilase, aminopirona-N-desmetilase e benzo-[a]-pireno hidroxilase) e um aumento (4 

vezes) das concentrações do heme microssomal.  

Srivastava et al. (1991) determinaram os níveis totais de CYP e a atividade da anilina 

hidroxilase, aminopirona-N-desmetilase e benzo[a]pireno hidroxilase na fração microssomal 

hepática de camundongos infectados com P. berghei. Os autores notaram que nos animais 

infectados, com parasitemia superior a 50%, havia uma redução dos níveis totais de CYP e da 

atividade das três monooxigenases enquanto, por outro lado, as concentrações do heme 

microssomal estavam (4 vezes) aumentadas. Um grupo adicional de camundongos infectados 

com P. berghei, que foi tratado por via oral com cloroquina (16 mg/kg peso corporal/dia por 4 

dias), exibiu melhora clínica com drástica redução da parasitemia em 72 horas e retorno das 

atividades das monooxigenases aos níveis registrados nos controles não-infectados uma 

semana após o término do tratamento com o anti-malárico. 

Mansor et al. (1991a) compararam a eliminação urinária da antipirina em ratos com 

malária (P. berghei) com os controles não infectados. Os autores verificaram que os primeiros 

(infectados) apresentavam níveis mais elevados do fármaco não-transformado e concentrações 

menores dos metabólitos da antipirina (3-hidroximetilantipirina e 4-hidroxiantipirina) na urina 

o que, segundo eles, indicaria que a malária prejudica a formação dos metabólitos analisados.   

Em outro trabalho, Mansor et al. (1991b) examinaram a possibilidade da febre, induzida pela 

endotoxina de E. coli em ratos, afetar a farmacocinética da quinina e da quinidina, o que 

poderia explicar os efeitos observados na malária.  Neste estudo, os pesquisadores 

encontraram um aumento da depuração dos dois fármacos e observaram que os níveis totais 

de CYP permaneciam inalterados no fígado dos ratos febris (i.e., tratados com a endotoxina).  

Os autores comentam que esses resultados (depuração aumentada) poderiam fornecer uma 

explicação para a ausência de eventos tóxicos sérios durante o tratamento da malária com 

quinina e quinidina.  É bom ressaltar, entretanto, que esses resultados, por exemplo, sobre os 

níveis totais de CYP, provavelmente, se deveram à dose ou ao intervalo entre a injeção e a 

morte dos ratos, já que é hoje bem conhecido que o LPS deprime CYPs hepáticos em roedores 

(Sewer e Morgan, 1998).  
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Kokwaro et al. (1993a) estudaram os níveis totais de CYP e a metabolização da 

fenacetina em paracetamol em microsomos hepáticos de ratos Wistar jovens (machos com 4 

semanas) infectados com P. berghei e respectivos controles não-infectados. Os níveis totais 

de CYP apresentaram redução de 20% nos ratos com parasitemia baixa (9,87%) e de 50% 

naqueles com parasitemia alta (36,6%). A atividade da fenacetina-O-desetilase (catalisada por 

CYP1A2) foi reduzida nos ratos infectados, sendo o efeito mais acentuado no grupo com 

parasitemia alta.  Nesse estudo, a depressão da concentração total de CYP e da atividade da 

fenacetina-O-desetilase foi observada também no fígado de ratos de um grupo não infectado 

que foi tratado com endotoxina de E. coli.   

Em outro artigo publicado no mesmo ano, Kokwaro et al. (1993b) descreveram os 

efeitos da malária causada pelo P. berghei em ratos Wistar machos e jovens sobre a 

depuração da antipirina e do metronidazol (administrados conjuntamente em um coquetel). Os 

autores não observaram alteração da depuração da antipirina, mas constataram uma redução 

de 20%, comparado aos controles não infectados, na depuração do metronidazol, em 

decorrência da diminuição da formação do metabólito primário (hidroximetronidazol). 

Considerando os resultados dos dois estudos, Kokwaro et al. (1993b) sugerem que os efeitos 

da malária deprimindo CYP são isoenzima específicos (i.e., a malária deprimiria CYP1A2 - 

fenacetina-O-desetilase - e outras isoformas envolvidas na hidroxilação do metronidazol, mas 

não afetaria as enzimas responsáveis pelo metabolismo da antipirina). Os resultados de 

Kokwaro et al. (1993b) em relação à antipirina, entretanto, não são consistentes com os de 

Mansor et al. (1991a) que foram anteriormente citados. Ainda nesta linha que identificou 

efeitos isoenzima-específicos da infecção, um outro trabalho do mesmo grupo (Glazier et al., 

1994) verificou que a malária (P. berghei) reduzia a depuração da etoxiresorufina, mas não 

alterava o do metoprolol em ratos infectados, tanto no grupo com alta parasitemia, como 

naquele com parasitemia baixa, em relação aos controles não infectados. 

Song et al. (1995) submeteram duas linhagens (sensível e resistente à cloroquina) de 

P. berghei (estágio eritrocítico) a uma dose de radiação gama de 15 kilorads e, em seguida, as 

inocularam em camundongos. A inoculação de parasitas da linhagem resistente deu origem a 

parasitemias de 12,5%, mas os parasitos da linhagem sensível foram mortos pela irradiação. 

Os autores observaram redução dos níveis totais de CYP e da atividade da benzo[a]pireno 

hidroxilase no fígado dos camundongos infectados com o P. berghei irradiado. 

Leo et al. (1997) estudaram a farmacocinética do arteether em ratos infectados com P. 

berghei e verificaram que a desetilação do composto, produzindo o metabólito primário 

dihidropqinghaosu (DQHS), estava diminuída nos microssomos hepáticos dos ratos 

infectados em relação aos controles não-infectados.    
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Srivastava et al. (1997) infectaram camundongos suíço albinos com P. yoelii e 

avaliaram os efeitos da infecção sobre os níveis de citocromo P450 e a atividade da glutationa 

S-transferase (GST) nas frações microssomal e mitocondrial hepáticas. Em ambas as frações, 

os autores encontraram uma diminuição das concentrações de CYP e da atividade da GST nos 

infectados em relação aos controles. A infecção, por outro lado, aumentou consideravelmente 

os níveis do heme e da hemozoína nas duas frações. 

Uhl et al. (1999), em estudo realizado com ratos machos Sprague-Dawley de seis 

semanas de idade infectados com P. berghei, evidenciaram uma diminuição dos níveis totais 

de CYP e da atividade da NADPH redutase, bem como da atividade de CYP3A2 (testosterona 

6-β-hidroxilase) nos microssomos hepáticos dos animais infectados.  A avaliação da 

expressão da proteína CYP3A2 por immunoblotting confirmou o que havia sido observado 

com o ensaio da atividade enzimática.  O mesmo ocorreu em relação à ausência de efeitos da 

malária sobre a isoforma CYP2E1: a atividade da 6-hidroxilação da clorzoxazona não estava 

alterada e o immunolotting não revelou diferença entre infectados e controles.    

Srivastava e Pandey (2000) descreveram que em camundongos suiço albinos 

infectados com P. yoelii, ocorria uma redução dos níveis totais de CYP nas frações 

mitocondrial e microssomal hepáticas, sendo a redução mais acentuada na primeira.  Os 

autores também verificaram que nos infectados, havia um aumento dos níveis de heme e 

hemozoína nas duas frações.  Foi constatado ainda que o tratamento dos camundongos 

infectados com pirimetamina por via oral (10 mg/kg peso corporal/dia por 4 dias) revertia 

quase totalmente a depressão dos níveis de CYP, mas não alterava a concentração de heme e 

hemozoína nas duas frações.  

A análise de enzimas metabolizadoras de drogas nos microvasos cerebrais de 

camundongos infectados com P. yoelii nigeriensis é descrita por Agrawal (2005).  Em estudo 

singular, o autor demonstra que há uma depressão das atividades de hidroxilação do 

benzo[a]pireno, da desmetilação da aminopirona e da hidroxilação da anilina no tecido 

cerebral dos animais maláricos quando comparados ao tecido normal.  

Além dos estudos anteriormente citados, que focalizaram principamente as alterações 

do metabolismo mediado por CYP, encontramos dois outros trabalhos que analisaram os 

efeitos da malária sobre as enzimas de conjugação. 

Murdoch et al. (1992) analisaram as vias de conjugação do fenol (ex vivo) em 

preparação que envolvia a perfusão de figado isolado de ratos Sprague Dawley infectados 

com P. berghei ANKA (obtidos duas semanas após a infecção) e dos respectivos controles 

não infectados. Os autores relataram que a malária não afetou a conjugação com sulfato e a 

glicuronidação em baixas concentrações de substrato. Em altas concentrações de substrato, 
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entretanto, a malária prejudicou a glicuronidação. Os autores salientaram que esta redução 

pode ter sido devida à menor disponibilidade do co-substrato UDPGA (ácido uridina-

difosfoglicurônico) nos ratos infectados, porque os níveis hepáticos de UDPGA dependem da 

disponibilidade de glicogênio que, como outros estudos demonstraram, estaria diminuída na 

malária.  

Ismail et al. (1992) estudaram os efeitos da malária sobre a atividade da UGT em 

microssomos hepáticos de ratos usando 3’-azido-3’-desoxitimidina (AZT) e paracetamol 

como substratos.  Os ratos foram infectados com P. berghei e mortos em dois momentos, um 

de parasitemia baixa (10-20%) e outro de parasitemia alta (25-35%). A malária prejudicou a 

glicuronidação do AZT e do paracetamol, sendo a intensidade do efeito relacionada ao nível 

da  parasitemia.     

Os estudos das alterações das enzimas da biotransformação na malária em roedores 

estão resumidos no Quadro 1.1. 

 

1.3.3.2 Alterações  na malária humana 

Alguns estudos clínicos sugerem que a malária humana também altera o metabolismo 

e a cinética de xenobióticos. 

O estudo de Trenholme et al., publicado em 1976, foi um dos primeiros a constatar 

que a malária alterava a cinética de fármacos em seres humanos.   Em ensaio clínico, os 

autores investigaram a cinética da quinina em cinco indivíduos saudáveis, antes e depois deles 

serem infectados com uma linhagem de P. falciparum resistente à cloroquina. Em todos os 

indivíduos, a infecção aumentou os níveis plasmáticos de quinina e a razão entre a 

concentração de quinina e os níveis de “quinina mais metabólitos” o que, segundo os 

pesquisadores, sugeria que a malária prejudicava o metabolismo hepático da quinina. 

Posteriormente, Supanarond et al. (1991) avaliaram a depuração sistêmica da quinina 

(sulfato de quinina 10 mg/kg por via oral) em 15 pacientes adultos com malária não 

complicada, causada pelo P. falciparum, e verificaram que a depuração do fármaco durante a 

fase aguda da doença foi menor do que a depuração no período de convalescença.  Um estudo 

clínico subsequente mostrou que a depuração da primaquina também estava diminuída nos 

pacientes com malária falciparum (Edwards et al., 1993). Posteriormente, o mesmo grupo de 

pesquisadores tailandeses analisou, em 12 pacientes com malária falciparum grave ou 

moderadamente grave, a depuração da quinina, da dihidroquinina (impureza presente em 

formulações comerciais de quinina), da antipirina (marcador da atividade de CYPs hepáticos), 

do verde de indocianina (ICG, medida do fluxo sanguíneo hepático) e do iotalamato (medida 

da taxa de filtração glomerular), e relacionou estes parâmetros com a biotransformação da 



 40 

quinina no metabólito ativo, 3-hidroxiquinina (Pukrittayakamee et al., 1997). Os autores 

constataram que, durante a fase aguda da malária, a depuração da quinina, da antipirina e do 

ICG, assim como a biotransformação da quinina em 3-hidroxiquinina estavam diminuídas em 

relação ao observado nos mesmos pacientes no período de convalescença.  A média das 

razões entre a AUC (área sob a curva) da quinina e a AUC da 3-hidroxiquinina foi 12,03 

durante a malária aguda e 6,92 na convalescença (P=0,01), o que traduz a maior lentidão da 

conversão do fármaco em seu metabólito primário durante a fase aguda da doença 

(Pukrittayakamee et al., 1997).  Os autores concluem que a redução da depuração da quinina 

na fase aguda da malária falciparum resulta, predominantemente, de uma alteração 

(depressão) da atividade das CYP hepáticas, particularmente da CYP3A.  Como a quinina e a 

3-hidroxiquinina são ativos, os pesquisadores destacam ainda que, enquanto o metabólito 

primário contribuiria para aproximadamente 5% da atividade antimalárica do medicamento na 

fase aguda, esta contribuição poderia ser de até 10% na convalescença.  

Akinyinka et al. (2000) estudaram, comparativamente, a cinética de uma dose oral 

única de cafeína (300 mg) em um grupo de 10 nigerianos adultos com malária falciparum e 

em um outro grupo controle de 10 indivíduos saudáveis.  A concentração plasmática máxima 

da cafeína (Cmax) foi semelhante nos dois grupos, mas a Cmax do metabólito paraxantina foi 

menor nos pacientes com malária. A razão das AUCs paraxantina:cafeína nos pacientes foi 

menor do que a razão nos indivíduos saudáveis.  Como a conversão da cafeína em seu 

metabólito paraxantina é catalisada por CYP1A2, estes resultados indicaram que a atividade 

desta isoforma hepática estava deprimida nos pacientes com malária falciparum.      

Os estudos clínicos anteriormente citados indicam, claramente, que durante a malária 

falciparum em seres humanos há uma depressão do metabolismo de xenobióticos mediado por 

isoformas CYP hepáticas. Assim, em que pese as diferenças entre a malária humana e os 

modelos experimentais da doença em roedores,  os estudos clínicos sugerem que a depressão 

de CYP, constatada em ratos e camundongos, ocorre também em pacientes.  Os dados de 

estudos clínicos mostram também que, pelo menos no que tange à infecção com P. 

falciparum, as alterações do metabolismo e da cinética de xenobióticos causadas pela malária 

podem ter repercussões relevantes em termos do tratamento farmacológico da doença.  
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Quadro 1.1. Estudos em roedores sobre a modulação das enzimas hepáticas de metabolização de xenobióticos durante

Hospedeiro Parasita (Plasmodium ) 

Espécie/linhagem Sexo Idade Espécie Inóculo 

Dia após a 
infecção 

Parasitemia 

(%HP) Efeito sobre enzimas hepáticas

Rato   P.berghei  1 a 8  ¯ metabolismo etilmorfina, a
nitroanisol; ­ sono hexobarbital

Camundongo 
NMRI, A/J 

 jovem P.berghei    ¯ 30-40% CYP-t, BPH etilmorfina
 

Camundongo/ 
albino 

  P.yoelii 
nigeriensis 

  80% ¯ CYP-t, AH, AMPD

Rato (órgão 
isolado) 

 5-7 
sem 

P.berghei 106HP 14 3-35% ¯ eliminação pirimetamina

Camundongo   P.berghei  7 60% ¯ CYP-t, AH, AMPD
Rato SD                         M 5-8 

sem 
P. berghei 106HP 5 25-40% ¯ eliminação paracetamol

Rato SD   M            5-8 
sem 

P. berghei 106HP 5 25-30% ¯ eliminação antipirina

        
Rato Wistar M 4-sem P.berghei  7 Baixa<20% 

Alta>20% 
Desetilação da fenacetina (CYP1A2) 
Baixa e Alta 

Rato Wistar M 4 sem P.berghei  7  ¯ eliminação metronidazol
Rato   P.berghei    EROD: ¯ Baixa e Alta

Metoprolol: inalterada
Camundongo   P.berghei irradiado   12,5% ¯ CYP-t, BPH; NDMA
Rato   P.berghei    ¯ metabolismo do arteether
Camundongo Swiss   P. yoelii   1-2% ¯ CYP-t, cit b5, GST
Rato M       6 sem P.berghei    2x105 HP       9-12 28% (9-65%) ¯ 56% CYP-t , 32% NADPH redutase

¯ 41% Test6βH 
Camundongo   P.yoelii    ¯ CYP-t mitocondrial,

Camundongo 
Swiss Webster 

M 6-8 
sem 

P.berghei 
ANKA 

106 HP 9-20 >30% ¯ EROD, BROD, PNPH, Erit
RNA CYP 1A2, 2E1, 3A1l,
­ sono midazolam  
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1.4 Evidências da regulação da transcrição gênica de CYP por estímulos inflamatórios 

 Teoricamente, as infecções e estímulos inflamatórios poderiam modular (deprimindo 

ou induzindo) a atividade das enzimas de biotransformação de xenobióticos atuando em um 

ou em mais de um dos níveis que se seguem: regulação (positiva ou negativa) da transcrição, 

estabilização/degradação do mRNA, alteração da tradução, aceleração/retardo da degradação 

da proteína e modificação da atividade catalítica da enzima.  Nos últimos anos, entretanto, 

evidências tem sido apresentadas sugerindo que estímulos inflamatórios (e.g., LPS) poderiam 

regular a transcrição de genes de enzimas de biotransformação, particularmente de algumas 

isoformas CYP. Apresentaremos a seguir, de forma sucinta, alguns mecanismos de regulação 

da transcrição de genes de isoformas CYP e os mecanismos pelos quais os estímulos 

inflamatórios poderiam alterar a transcrição desses genes.  

  

1.4.1 Mecanismos envolvidos na regulação da transcrição dos genes CYP 

1.4.1.1 Receptor Ah (AhR) 

O receptor Ah (aryl hydrocarbon receptor, AhR) é uma proteína citoplasmática 

ativada por ligantes que regula a transcrição do gene CYP1A1.  No citoplasma, o AhR não-

ligado está associado à proteína de choque térmico Hsp90 (heat shock protein). A interação 

com ligantes leva à dissociação da Hsp90 do complexo (i.e., à ativação do receptor Ah) e à 

translocação do AhR ativado para o núcleo da célula. O AhR dimeriza-se com a proteína Arnt 

(AhR nuclear translocator) formando, então, o complexo AhR-Arnt (heterodímero) no 

núcleo. Este complexo interage com elementos responsivos à xenobióticos (XREs) eapós o 

recrutamento de co-ativadores e fatores gerais de transcrição, promove a transativação 

(ativação da transcrição) do gene alvo (Ke et al., 2001; Safe, 2001; Schmidt e Bradfield, 

1996).  O heterodímero AhR-Arnt, portanto, altera a expressão dos genes controlados por 

promotores XRE, entre os quais estão o gene CYP1A1 e outros genes responsivos ao AhR, 

como o CYP1A2 e o CY1B1. O AhR é expresso em todos os tecidos humanos, sendo a 

expressão maior na placenta e nos pulmões, órgãos que exibem acentuada indução de 

CYP1A1 em resposta a ligantes de AhR. A atividade transcricional de AhR é estimulada pela 

interação do receptor com os co-ativadores p160, p300/CBP (p300/CREB binding protein) e 

SRC-1 (steroid receptor coactivor-1) (Ke et al., 2001; Kollara e Brown, 2006). 

Recentemente, Arpiainen et al. (2005) demonstraram, em experimentos in vitro e in 

vivo, que os ligantes do receptor Ah são capazes de regular também a transcrição do gene 

CYP2A5.  Neste estudo, Arpiainen et al. (2005) usaram camundongos DBA-2 e C57BL/6, que 

expressam CYP2A5, mas diferem geneticamente quanto à funcionalidade do AhR. A 
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linhagem DBA-2 exibe uma alta expressão constitutiva de CYP2A5, mas é fracamente 

responsiva à indução por ligantes AhR (e.g., β-naftoflavona).  

A análise da região reguladora 5´do CYP2A5 para possíveis sítios de ligação ao AhR 

revelou um único sítio capaz de interagir com o heterodímero AhR/ARNT.  A extensão da 

indução de CYP2A5 por intermédio de AhR é modesta comparada à indução da família CYP1, 

mas inclui o CYP2A5 no grupo de genes regulados por este receptor.  

 

1.4.1.2 Receptor PXR 

O receptor PXR, membro da família de receptores nucleares NR1I, está presente no 

citosol associado à proteína CCRP (Cytoplasmic CAR Retention Protein), formando um 

complexo. Quando o ligante interage com o complexo, o PXR se dissocia e é translocado para 

o núcleo da célula onde se associa ao receptor nuclear RXR, formando o heterodímero PXR-

RXR. O complexo PXR-RXR, por sua vez, liga-se aos XREs da região promotora e ativa a 

transcrição gênica do gene alvo. O receptor PXR participa da regulação de alguns genes da 

subfamília CYP3A por xenobióticos, e também dos genes de proteínas transportadoras 

transmembrana (proteínas de resistência a múltiplas drogas), como MDR1 e MRP2, e de genes 

de enzimas da fase 2, como os das isoformas GST e UGT (Gu et al. 2006). Além de participar 

da regulação de enzimas do metabolismo de xenobióticos, o receptor PXR parece estar 

envolvido na regulação de enzimas importantes para a eliminação do colesterol, embora 

nenhum ligante fisiológico (endógeno) do PXR envolvido na modulação desta via metabólica 

tenha sido identificado até agora.   

Em seres humanos, o PXR é encontrado sobretudo no fígado, mas também nos 

testículos e tecidos embrionários, enquanto no camundongo o receptor só foi identificado no 

fígado e no trato gastrointestinal (TGI).  Os ligantes do receptor PXR já identificados incluem 

esteróides de ocorrência natural, como progesterona e corticosterona, a hiperforina encontrada 

na erva de São João, a dexametasona e o taxol, além de outros.  Devido à diferença de 

seletividade para as substâncias químicas entre as espécies foi observado, por exemplo, que a 

pregnenolona-16α-carbonitrila (PCN) liga-se ao PXR de roedores, enquanto a rifampicina e o 

SR12813 ligam-se ao receptor PXR humano. Recentemente, foram identificados muitos co-

fatores transcricionais do PXR, como os membros da família p160 de co-reguladores (Timsit 

e Negishi, 2007).   
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1.4.1.3 Receptor CAR 

O receptor CAR (constitutive active/androstane receptor), tal como PXR, pertence à 

subfamília de receptores nucleares NR1I. No citoplasma, o CAR está associado às proteínas 

CCRP e Hsp90. Após interagir com o ligante, o receptor CAR dissocia-se das proteínas 

chaperonas citoplasmáticas e é translocado para o núcleo onde forma um complexo com o 

receptor RXR. A ligação do CAR ao PBREM (phenobarbital responsive enhancer module) na 

região promotora leva a ativação da transcrição de genes de isoformas da subfamília CYP2B 

(Timsit e Negishi, 2007).  Foram identificados até agora vários co-ativadores transcricionais 

para CAR, como PGC-1 (peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma co-activator 1 

beta), SRC-1, Sp1 e ASC-2, entre outros (Timsit e Negishi, 2007).   

O CAR é expresso primariamente no tecido hepático e renal e também, em menor 

escala, no trato gastro-intestinal (TGI) e no coração de camundongos, e no cérebro humano. O 

CAR está envolvido na regulação de genes da subfamília CYP2B, sendo o fenobarbital (PB) o 

ativador mais conhecido deste receptor. Entretanto, substâncias que ativam o receptor CAR 

também são indutores, embora em menor grau, do CYP2A5 murino (Simonsson et al., 2006). 

Nesta linha de investigação, Itoh et al. (2006) demonstraram que substâncias que ativam os 

receptores PXR e CAR, como a rifampicina e o fenobarbital, aumentam os níveis do mRNA 

de CYP2A6 (ortólogo de CYP2A5) em hepatócitos humanos. Foi demonstrado também que o 

Wy14,643, ligante do receptor PPARα (peroxisome proliferator-activated receptor α), 

aumenta os níveis do mRNA de CYP2A5 hepático (Cai et al., 2002). 

Em trabalho recém-publicado, Moreau et al. (2008) demonstraram que a ativação dos 

receptores CAR e PXR altera o metabolismo dos lipídeos, a homeostase da glicose e a 

inflamação, interferindo com os co-ativadores HNF-4α (Hepatocyte Nuclear Factor 4 α), 

FoxO1 e FoxA2 - forkhead transcription factors, da família de fatores de transcrição foxo - 

PGC-1α e com a subunidade p65 do fator nuclear-kappa B (NF-kB). Entre as substâncias que 

interagem com CAR os autores somam aos já citados, os esteróides, como 3α,5α-androstanol, 

os ácidos retinóicos, o clotrimazol, a clorpromazina e os hidrocarbonetos, como o 1,4-bis[2-

(3,5-dicloropiridiloxi)]benzeno (TCPOBOP), ligante específico do CAR de camundongos, e o 

6-(4-clorofenil)imidazol[2,1-b][1,3]tiazol-5-carbaldeído-O-(3,4-diclorobenzil)oxima CITCO), 

ligante específico do CAR humano, e vários outros.   

  

1.4.2 Regulação da transcrição de CYP por estímulos inflamatórios 

A depressão das atividades e dos níveis das proteínas CYP por estímulos inflamatórios 

(e.g., LPS), frequentemente, é acompanhada pela supressão do respectivo mRNA, cuja 

rapidez e magnitude sugerem que o mecanismo primário envolvido nessa resposta ocorra ao 



 45 

nível transcricional. A indução menos frequentemente observada em infecções e na 

inflamação poderia ocorrer por aumento da transcrição.  

 Há indícios de que esses mecanismos transcricionais possam diferir, dependendo do 

tipo de estímulo inflamatório, do gene específico envolvido e do momento em que o efeito é 

avaliado após o estímulo inflamatório.  Há relatos da participação dos fatores de transcrição 

C/EBP (CCAAT enhancer binding protein), HNF (fator nuclear de hepatócitos) e NF-kB na 

depressão ou indução das enzimas citocromo P450.  

  

1.4.2.1 Regulação mediada pelo NF-kB 

O fator nuclear-kappaB é um fator de transcrição com funções pleiotrópicas presente 

nas células do sistema imune e em muitos outros tipos celulares. Este fator de transcrição tem 

papel importante na regulação de processos fisiológicos, como nas respostas imunes, nas 

reações inflamatórias, na proliferação celular, na apoptose e em processos envolvidos no 

desenvolvimento. O LPS e as citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e interleucina-1β, são 

indutores de NF-kB, que ativado em resposta aos estímulos, promove a depressão de 

receptores nucleares/esteroidais e a ativação transcricional de várias citocinas pró-

inflamatórias (Gu et al., 2006).   

Uma interação física entre as vias do AhR e do NF-kB foi sugerida por Tian et al. 

(1999). Os autores observaram que o TCDD e a β-naftoflavona (BNF), conhecidos ligantes de 

AhR, suprimiam a ativação do NF-kB.  O TCDD tem alta afinidade pelo receptor Ah e leva à 

potente indução de CYP1A.  A IL-1β, por outro lado, ativa o NF-kB e suprime a indução de 

CYP1A provocada pelo TCDD em hepatócitos em cultura.  Baseados nessas observações em 

ensaios in vitro, os autores sugeriram que há interação física entre os dois receptores com 

conseqüente repressão mútua de atividade: indução de AhR pelo TCDD reprimiria NF-kB, 

enquanto a indução de NF-kB pela IL-1β reprimiria AhR. Esse tipo de interação (repressão 

recíproca) poderia explicar a supressão de CYP1A pelas citocinas nos processos 

inflamatórios.  

Seguindo essa mesma linha de raciocínio, Ke et al. (2001) demonstraram que o NF-kB  

inibia a acetilação da histona H4 na região promotora de CYP1A1, suprimindo a transcrição 

do gene. As histonas são proteínas que compõem a cromatina e atuam como a matriz onde o 

DNA se enrola. As histonas ligam-se ao DNA e exercem um papel importante na regulação 

dos genes. A acetilação da histona permite o desenrolamento do DNA, o que remodela a 

cromatina, facilitando o acesso dos fatores de transcrição à região promotora do gene no 

DNA, o que favorece a transcrição. Os autores mostraram, em cultura de células de hepatoma,  

que o NF-kB desempenhava um papel importante na supressão de CYP1A1 pelo TNF-α e 
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LPS, e também que o TNF-α inibia a acetilação da histona, o que poderia explicar a 

inativação da região promotora do gene CYP1A1. Os pesquisadores demonstraram ainda que 

os co-reguladores da transcrição p300/CBP e SRC-1 funcionavam, individual e 

cooperativamente, revertendo os efeitos do TNF-α e LPS sobre o gene relator ativado pelo 

AhR nas células em cultura. Essas observações sugeriram aos autores que os dois co-

reguladores funcionavam como os integradores comuns das duas vias e mediavam as 

interações cruzadas entre NF-kB e AhR. 

Gu et al. (2006) investigaram a participação do NF-kB na regulação negativa de 

CYP3A4 pelo LPS. Os autores estudaram a regulação da transcrição ao nível do receptor PXR 

em cultura de células HepG2 exposta ao LPS. Em estudos anteriores havia sido demonstrado 

que o receptor RXR (parceiro de PXR no heterodímero) interagia com o NF-kB.  Neste 

sistema celular in vitro, os pesquisadores verificaram que o LPS e TNF-α ativavam o NF-kB, 

e que esta ativação coincidia com a regulação negativa de CYP3A4 em hepatócitos humanos. 

A repressão da ativação da região promotora de CYP3A4 causada pelo LPS e pelo TNF-α foi 

revertida pelo SRIkB, super-repressor de NF-kB, o que demonstrou o envolvimento específico 

de NF-kB. Gu et al. (2006) também observaram que a translocação do NF-kB (ativado pelo 

LPS) para o núcleo desfazia a interação do complexo PXR-RXRα com a região promotora do 

gene CYP3A4. A depressão do CYP3A4 mediada pelo NF-kB, tal como proposto por Gu et al. 

(2006) está representada no esquema abaixo (Figura 1.3), onde a RIF (rifampicina), indutor 

clássico de CYP3A4, é deslocada pelo NF-kB, cuja associação à parte RXR do complexo no 

núcleo da célula, impediria a ligação do complexo PXR-RXR à região promotora do gene 

CYP3A4, suprimindo a transcrição.  

 
Figura 1.3 Representação esquemática do mecanismo de regulação negativa do gene CYP3A4 mediado 
pela ativação do NF-kB pela endotoxina (LPS) e pelo TNF-α.  Reproduzido de Gu et al. (2006). 
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Zhou et al. (2006) demonstraram que drogas que ativam o receptor PXR suprimem a 

expressão dos genes alvo do fator nuclear de transcrição NF-kB, como COX2 (gene da enzima 

ciclooxigenase 2, cyclooxygenase-2), TNFA (gene do fator de necrose tumoral α, tumor 

necrosis factor-alpha), ICAM1 (gene da molécula de adesão intercelular 1, intercellular 

adhesion molecule 1) e várias interleucinas. Nesta mesma linha, Moreau et al. (2008) 

sugeriram a participação do NF-kB na inflamação que resulta da ativação do PXR provocada 

por substâncias químicas. O esquema abaixo representa o mecanismo proposto por ambos os 

autores para a repressão mútua entre os dois receptores que ocorre na inflamação. No 

esquema (Figura 1.4), as setas representam a ativação e a barra horizontal indica a repressão. 

As citocinas pró-inflamatórias, as espécies reativas de oxigênio (EROs) e os produtos virais 

promoveriam a translocação do NF-kB para o núcleo, onde o fator de transcrição regularia a 

expressão dos genes alvo. 

 

 

 
Figura 1.4 Interação cruzada entre o receptor PXR e o fator nuclear de transcrição NF-kB na resposta 
inflamatória. Reproduzida de Moreau et al. (2008). 

  

 

1.4.2.2 Regulação mediada pelos fatores de transcrição C/EBP (CCAAT enhancer 

binding protein) e pelo fator nuclear de hepatócitos (HNF) na inflamação 

A resposta de fase aguda (RFA) caracteriza-se por um conjunto de alterações 

metabólicas e catabólicas que ocorrem nos estágios iniciais da inflamação. A RFA é uma 

resposta fisiológica ao trauma, à infecção ou à lesão tissular.  Durante a RFA, os níveis das 

proteínas de fase aguda, que são sintetizados no fígado, podem estar elevados em níveis até 
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mil vezes maiores que os níveis basais.  Os genes das proteínas de fase aguda são, em sua 

maioria, ativados por citocinas do tipo IL-6. Essa citocina aumenta os níveis do mRNA de um 

grupo de fatores de transcrição, as proteínas C/EBP, que incluem três proteínas intimamente 

associadas, as C/EBPα, β e δ, cuja expressão difere entre os tecidos durante a RFA.   

Cantwell et al. (1998) relataram que a RFA, desencadeada em camundongos pela 

administração de LPS, deprimia os níveis dos mRNAs de C/EBPα, mas aumentava os níveis 

do mRNA de C/EBPβ e C/EBPδ.  A expressão de uma forma truncada de C/EBPβ (LIP), 

deficiente na atividade de transativação, estava elevada na resposta inflamatória dos 

hepatócitos (Cantwell et al., 1998).  Jover et al. (2002) também demonstraram a participação 

de LIP na regulação negativa de CYP3A4, uma vez que este fator de transcrição antagonizou a 

transativação (aumento da taxa de transcrição) desencadeada pela C/EBPβ de comprimento 

normal (LAP).  Este último grupo de autores também sugeriu que a redução da razão 

LAP:LIP estava associada à regulação negativa de CYP3A4 (Jover et al., 2002).   

Pitarque et al. (2005) sugeriram que o fator de transcrição C/EBPα estaria envolvido 

na regulação da transcrição de CYP2A6.  Os autores observaram que o aumento da transcrição 

de CYP2A6 em células de hepatoma humano era provocado pela interação do fator de 

transcrição C/EBPα com o fator-4 nuclear de hepatócitos (HNF-4), fator que promove a 

diferenciação terminal dos hepatócitos no período peri-natal. Por outro lado, a regulação 

negativa desta isoforma foi provocada pela superexpressão da forma deficiente de C/EBPβ 

(LIP) (Pitarque et al., 2005).  

Yokomori et al. (1997) também atribuíram ao HNF-4 um papel na regulação da 

expressão dos genes CYP2A4 e CYP2A5 em camundongos.  Jover et al. (2001), por sua vez, 

observaram que hepatócitos humanos com expressão reduzida de HNF-4 tinham níveis de 

mRNA de CYP deprimidos, sugerindo um papel para o HNF-4 na regulação da expressão de 

CYP2A6, CYP3A4 e CYP3A5, mas não de CYP2E1.    

A participação dos fatores nucleares dos hepatócitos na regulação de CYP2C11, 3A2 e 

2E1 por estímulos inflamatórios foi avaliada por Cheng et al. (2003).  Esses autores 

demonstraram que no fígado de ratos tratados com LPS, havia um declínio rápido e acentuado 

dos níveis de mRNA das isoformas CYP analisadas. A rapidez e intensidade do efeito do LPS 

sobre os níveis de mRNA sugeriu aos autores que essa queda seria devida à supressão da 

transcrição dos genes. Esse efeito depressor sobre CYP foi, aparentemente, independente da 

ativação do NF-kB pelo LPS, porque foi registrado também após o tratamento dos ratos com 

curcumina, que é um conhecido inibidor da ativação do NF-kB. Os pesquisadores notaram, 

por outro lado, uma depressão da ligação dos fatores nucleares dos hepatócitos 1α, 3β e 4α 

(HNF1α, HNF3β e HNF4α) ao DNA. Embora a depressão de cada um desses fatores 
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isoladamente tenha sido pequena para explicar a regulação negativa da transcrição de CYP, os 

autores salientam que permanece por ser examinado o papel de cada fator em conjunto com os 

demais.  

Em conjunto, esses estudos sugerem que os fatores de transcrição C/EBP também 

podem estar envolvidos na regulação negativa de isoenzimas CYP durante a resposta 

inflamatória. 

As evidências trazidas por este conjunto de estudos recentes, realizados principalmente 

in vitro com células de hepatoma transfectadas, sugerem que a ativação do fator nuclear de 

transcrição NF-kB por estímulos inflamatórios pode ser um elemento chave na regulação 

negativa da transcrição de isoformas CYP, quer pela ligação ao RXR, levando à dissociação 

do heterodímero RXR-PXR, como por exemplo no caso de CYP3A4, quer pela repressão da 

ativação do receptor AhR, como no caso de CYP1A1.  Outros fatores nucleares de transcrição 

podem estar envolvidos na regulação dessas e de outras isoformas, e qualquer generalização 

no estágio atual de conhecimento, parece prematura. A contribuição de alterações pós-

transcricionais para a regulação da atividade de isoformas CYP nas infecções e na inflamação 

também não pode ser inteiramente descartada. 
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2- OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 O objetivo deste estudo foi caracterizar as alterações de enzimas de biotransformação 

de xenobióticos que ocorrem durante a malária murina (fase eritrocítica) de evolução letal e 

não-letal. Como os resultados obtidos durante o estudo indicaram que a malária modula a 

expressão e a atividade de algumas monooxigenases hepáticas, investigamos também a 

hipótese de que essas alterações seriam mediadas pela elevação dos níveis do óxido nítrico 

durante a infecção.  

  

2.2 Objetivos específicos (metas) 

O estudo foi planejado e executado para alcançar as seguintes metas: 

1 - Caracterizar as alterações da expressão e atividade de enzimas de biotransformação 

de xenobióticos que ocorrem em camundongos (C57BL/6 e DBA-2) com quadro grave de 

malária (P. berghei ANKA), incluindo enzimas envolvidas em reações da fase 1 (expressão 

de CYP1A, atividades catalíticas de CYP1A1/2, 2A5, 2B9/10 e 2E1) e da fase 2 (atividade de 

uridina difosfoglicuronil-transferase, UGT, e glutationa S-transferase, GST - microssomal e 

citosólica) e níveis da glutationa (GSH). 

  2 - Verificar se a toxicidade de xenobióticos (efeito genotóxico) é alterada em quadro 

de malária grave (P. berghei ANKA) murina (C57BL/6), incluindo o efeito de mutágenos 

diretos (etilmetanosulfonato) e indiretos que dependem de ativação metabólica por isoformas 

das subfamílias CYP2B e 3A (ciclofosfamida) e 1A (dimetilbenzo[a]antraceno, DMBA).  

3 - Caracterizar as alterações da atividade catalítica de CYP1A1/2, 2A5 e 2B9/10 que 

ocorrem ao longo da evolução de infecções de camundongos (C57BL/6 e DBA-2) com 

parasita letal (P. berghei ANKA) e não-letal (P. chabaudi chabaudi). 

4 - Investigar se a elevação dos níveis de óxido nítrico (NO) é evento necessário para a 

regulação da atividade catalítica de isoformas CYP1A1/2, 2A5 e 2B9/10 hepáticas na malária 

murina letal e não-letal e, também, para as alterações observadas em camundongos tratados 

com endotoxina (LPS) de E. coli.   

5 - Verificar se a NOS2 é induzida no fígado, baço e cérebro de camundongos 

(C57BL/6 e DBA-2) infectados com P. berghei ANKA. 
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3 - MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. – Animais 

3.1.1 – Hospedeiros 

 Utilizamos camundongos do sexo feminino das linhagens DBA-2 e C57BL/6, livres de 

patógenos específicos (SPF, specific pathogen free), com idades entre oito e onze semanas, 

fornecidos pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da FIOCRUZ. Os 

animais foram alojados em gaiolas de plástico com tampa de aço inoxidável, de tamanho 

padrão para camundongos, cujo fundo foi revestido com maravalha de pinho branco. As 

gaiolas com 3 a 5 animais foram mantidas em biotério de experimentação com temperatura 

(23±2 ºC), umidade relativa (aproximadamente 70 %) e ciclo claro/escuro de doze horas 

controlados. Os animais tiveram livre acesso à água de torneira e alimento (ração para 

camundongos Nuvital CR1, Nuvital®, Curitiba, PR, Brasil) durante todo o experimento. O 

protocolo do estudo (P-0114-02, “Estudo das alterações da atividade e expressão de CYP 

450s e da cinética de xenobióticos na esquistossomose e malária”) foi examinado e aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) da instituição.  

 

3.1.2 – Parasitas 

Neste estudo, empregamos duas espécies de plasmódios que infectam roedores de 

laboratório; um parasita letal, Plasmodium berghei (ANKA) e outro não letal, Plasmodium 

chabaudi chabaudi, para os hospedeiros utilizados. Os plasmódios das duas espécies foram 

originalmente cedidos pelo Laboratório de Pesquisas em Malária (IOC/FIOCRUZ) e, a partir 

de então, mantidos no nosso laboratório em solução de Alsever e congelados a – 80 ºC. 

 

3.2 – Procedimentos 

3.2.1 Infecção dos hospedeiros e determinação das taxas de parasitemia  

 Alíquotas do sangue em solução de Alsever (contendo hemácias de camundongos 

parasitadas com o plasmódio), armazenadas em criotubos à – 80 ºC, foram descongeladas à 

temperatura ambiente e, em seguida, centrifugadas (400 g por 5 minutos, em centrífuga 

Eppendorf Minispinâ) e suspendidas em salina 0,85% estéril. Este processo de lavagem 

(centrifugação e ressuspensão) foi repetido até o desaparecimento de qualquer sinal de 

hemólise. Obtido o sobrenadante límpido, 200 mL deste sangue diluído em salina foram 

administrados por via intraperitoneal a um camundongo que seria, então, o doador empregado 

para a infecção dos animais do experimento.  

Vinte e quatro horas após a inoculação do plasmódio no animal doador, uma gota de 

sangue da ponta da cauda foi retirada para fazer a distensão sanguínea e determinar a taxa de 
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parasitemia. Para diluir o sangue do doador, de modo a inocular no animal de experimentação 

o número desejado de hemácias parasitadas (HP), determinamos a hematimetria (número de 

hemácias por volume de sangue) em câmara de Neubauer. Os camundongos do experimento 

receberam por via intraperitoneal (i.p.) 200 mL do sangue do doador diluídos em tampão 

fosfato de potássio, PBS, de modo a conter 106 HP (P. berghei) ou 107 HP (P. c. chabaudi). 

As lâminas das distensões sanguíneas foram preparadas a partir de uma gota de sangue 

retirada da ponta da cauda do animal infectado. As lâminas foram coradas com o kit de 

corantes Panóptico Rápido. Pelo menos mil células foram examinadas em diferentes campos 

para determinação da taxa de parasitemia (%HP = (No. hemácias parasitadas / No. total de 

hemácias) x 100).  

 

3.2.2 – Tratamentos com lipopolissacarídeo de E. coli e aminoguanidina 

O LPS foi administrado por injeção intraperitoneal. Em todos os  casos, foi utilizado o 

LPS (endotoxina) de Escherichia coli sorotipo 0127:B8 adquirido da Sigma Chemical Co.  St 

Louis, EUA. 

A endotoxina foi preparada como solução estoque de 50 mg/mL em salina 0,9% 

estéril.  A solução foi levada ao ultra-som por trinta minutos, aliquotada em tubos tipo 

eppendorf e congelada a – 20 ºC. No momento de uso, a solução estoque foi diluída em salina 

0,9% estéril para obter as doses desejadas, levada ao ultra-som por trinta minutos e 

administrada pela via i.p. aos animais.   

A aminoguandina, inibidor seletivo da NO sintase induzível (NOS2 ou iNOS), foi 

comprada da Sigma Chemical Co, St Louis, EUA. O veículo da aminoguanidina foi o PBS e o 

volume injetado foi 200 µL por camundongo. As doses foram 50 e 100 mg/kg por via i.p., em 

administração única. Em alguns experimentos, os camundongos receberam também 

aminoguanidina na água de beber, 4 mg/dL, durante as vinte e quatro horas que antecederam a 

eutanásia. 
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3.2.3 – Eutanásia, coleta de sangue e remoção de órgãos dos camundongos 

Os camundongos foram mortos por deslocamento cervical. Após a morte do animal, o 

baço e o fígado e, em alguns casos o cérebro, foram rapidamente removidos, postos em placas 

de Petri de vidro, resfriadas e mantidas sobre gêlo em escamas contido em caixa de isopor, e 

pesados. O fígado foi,, em seguida envolto em folha de alumínio, congelado em nitrogênio 

líquido e armazenado a – 80 ºC em congelador de temperaturas ultra-baixas até o momento 

em que foram feitas as preparações hepáticas (microssomal ou citosólica). Os fragmentos de 

órgãos para o RT-PCR foram postos em criotubos NalgeneÒ, com fundo levemente côncavo 

e tampa de rosca que não permitia a penetração do nitrogênio. Os criotubos foram 

armazenados no congelador de temperaturas ultra-baixas à – 80 ºC. 

O sangue para determinação dos níveis de óxido nítrico e atividade de transaminases 

foi coletado do plexo peri-orbitário imediatamente antes da morte por deslocamento cervical.  

O soro foi separado por centrifugação a 5.000 rpm durante vinte minutos em centrífuga 

eppendorf MinispinÒ. As amostras de soro foram acondicionadas em tubos próprios para 

criogenia e armazenadas a – 80 °C até o momento das análises.  

  

3.2.4 – Preparação das frações subcelulares do tecido hepático 

 Fração microssomal I (Atividades catalíticas de CYP e UGT, e immunoblotting) 

 A fração microssomal hepática foi preparada como descrito por De-Oliveira et al. 

(1997). Para o preparo da fração microssomal, os fígados foram retirados do  freezer – 80 °C 

e degelados em banho de gelo.  Em seguida, os órgãos foram pesados, lavados com uma 

solução de sacarose 250 mM, secos com papel de filtro e levados a um homogeneizador do 

tipo Potter-Elvejhem com capacidade para 15 mL, sendo homogeneizados em um volume de 

solução tampão tris 100 mM com KCl 150 mM pH 7,4, correspondente a quatro vezes o peso 

do órgão a uma velocidade de 1.200 rpm.   

Após a completa homogeneização do órgão, o homogeneizado foi filtrado em gaze, 

transferido para tubos de centrífuga e centrifugado em centrífuga Eppendorf 5804R a 9.000 X 

g por trinta minutos a 4 °C.  O sedimento foi desprezado e o sobrenadante foi centrifugado a 

100.000 X g por uma hora a 4 °C em ultracentrífuga Hitachi CP70MXÒ.   

Após a primeira ultracentrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi 

homogeneizado - com o mesmo tampão usado para a primeira homogeneização – a uma 

velocidade de 250 rpm.  As amostras foram submetidas, então, a uma segunda 

ultracentrifugação a 100.000 X g por uma hora a 4 °C.   

O sedimento obtido foi suspenso em solução tampão fosfato de potássio dibásico 100 

mM com 20% de glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4.  Após a completa ressuspensão do 
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sedimento, as amostras foram aliquotadas em tubos para criogenia e armazenadas em 

nitrogênio líquido ou freezer – 80 ºC até o momento de uso. 

 

 Fração Microssomal II (Atividade da GST microssomal) 

O preparo da fração microssomal para determinar a atividade da GST ligada ao 

retículo endoplasmático seguiu o procedimento da preparação microssomal convencional, 

exceto pelo fato de que seguimos a recomendação de Fowler et al. (1994) (i.e., usamos 

tampão Tris 150 mM com pH 8,0)  para eliminar a contaminação citosólica. 

Fizemos, então, três lavagens em pH alcalino, centrifugando em centrífuga Hitachi 

CP70MXÒ a 100.000 X g durante uma hora a 4 ºC.  Após a terceira ultracentrifugação, o 

sedimento foi homogeneizado em tampão fosfato de potássio dibásico 100 mM com 20% de 

glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4.   

As amostras foram, então, aliquotadas em tubos para criogenia e armazenadas em 

nitrogênio líquido ou freezer – 80 ºC até o momento de uso. 

  

 Fração Citosólica (Atividade de GST citosólica) 

A fração citosólica do fígado dos animais foi preparada segundo o método relatado por 

Abel et al. (2004), como descrito a seguir. 

 O  fígado congelado a – 80 °C foi mantido sobre o gelo, em placa de Petri, e lavado 

com solução salina 0,9%.  O órgão foi seco com papel de filtro e após registrado o peso, foi 

levado ao homogeneizador de vidro do tipo Potter-Elvejhem com capacidade para 15 mL, 

contendo um volume de tampão Tris 10 mM pH 7,4 com sacarose 250 mM, ditiotreitol (DTT) 

0,2 mM e EDTA 1 mM correspondente a uma vez e meia o peso do órgão.  O tecido foi 

submetido a movimentos de rotação do pistilo a 1.200 rpm até a sua completa 

homogeneização.  O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 X g por dez minutos a 4 °C.  O 

sobrenadante obtido foi, então, centrifugado a 15.000 X g por vinte minutos a 4 °C.  Ambas 

as centrifugações foram realizadas em centrífuga Eppendorf  5804 R.  O sobrenadante obtido 

foi filtrado em gaze e submetido a uma centrifugação a 105.000 X g por uma hora a 4 °C em 

ultracentrífuga Hitachi CP70MXÒ.  O sobrenadante foi aliquotado em tubos para criogenia e  

congelado em nitrogênio líquido ou freezer – 80 ºC até o momento das análises. 

 

3.2.5 - Quantificação de proteínas nas frações subcelulares. 

A quantificação de proteínas nas frações citosólica e microssomal foi realizada 

segundo o método descrito por Bradford (1976).  Albumina sérica bovina (BSA) foi usada 
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como padrão e a solução tampão empregada foi a de fosfato de potássio monobásico 50 mM e 

NaCl 150 mM pH 7,2.  

O método foi adaptado para leitora de microplacas (espectrofotometria), seguindo as 

informações do fabricante do corante azul de Coomassie usado no ensaio (Reagente de 

Bradford, Sigma Chemical Co, St Louis, EUA).  

A leitura de absorbância foi feita a 595 nm em espectrofotômetro para microplaca 

modelo Spectramax Plus (Molecular DevicesÒ), usando o software Softmax Pro versão 4.0 

para MacintoshÒ e WindowsÒ. 

 

3.2.6 – Determinação das atividades enzimáticas 

3.2.6.1 Reações de monooxigenação: 

Alcoxi-resorufina-O-desalquilases (XROD): EROD e BROD 

 Preparação dos substratos (etoxiresorufina e benziloxiresorufina) 

A etoxiresorufina e a benziloxiresorufina foram pesadas (2 mg) em balança de quatro 

casas decimais. As soluções estoque dos substratos foram feitas em capela química, como 

descrito a seguir. 

Foram adicionados 2 mL de clorofórmio ao recipiente contendo o substrato. A solução 

foi distribuída em frascos de vidro com capacidade para 1 mL (os frascos foram recobertos 

individualmente com folha de papel laminado para mantê-los ao abrigo da luz), de modo a 

obter em cada frasco 60,35 µg ou 75,85 mg de etoxiresorufina ou benziloxiresorufina, 

respectivamente.  O clorofórmio foi evaporado. Os tubos foram fechados e armazenados à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz.   

No momento de uso, foram adicionados ao frasco contendo o substrato, 250 µL de 

dimetil sulfóxido (DMSO) para obter uma solução 1 mM.  Em seguida, a solução de substrato 

em DMSO (1 mM) foi diluída para 30 mM com uma solução tampão K2HPO4 50 mM pH 7,8 

(solução de uso no ensaio) para ser adicionada à microplaca.  A solução assim obtida foi 

agitada no vortex para que obtivéssemos uma solução completamente homogênea. 

 

 Ensaio em microplaca 

 As atividades da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e benziloxiresorufina-O-

desbenzilase (BROD) foram determinadas na fração microsomal hepática dos camundongos, 

essencialmente como descrito por Burke (1985), exceto pelo emprego de sistema regenerador 

de NADPH e adaptação para microplaca (noventa e seis poços). A adaptação para microplaca 

foi feita segundo o que foi proposto por Kennedy (1994), com algumas modificações.   
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Os substratos etoxiresorufina (EROD) e benziloxiresorufina (BROD) foram usados na 

concentração de 5 mM.  A solução tampão para o ensaio foi fosfato de potássio dibásico 50 

mM pH 7,8 e o sistema regenerador de NADPH usado para desencadear a reação era 

constituído de b-NADP; glicose-6-fosfato; glicose-6-fosfato desidrogenase e cloreto de 

magnésio, preparado como solução única, para obter as concentrações finais de 0,25 mM, 5 

mM, 0,5 U/mL e 2,5 mM, respectivamente. 

Antes da realização do ensaio, foram testadas diferentes concentrações de proteína, e 

diferentes tempos de incubação da reação, de modo que comprovamos a linearidade da reação 

nas condições fixadas (tempo e quantidade de proteína) para realização do ensaio.  Com base 

nestes testes preliminares, fixamos a quantidade de 25 mg de proteína para ser adicionada a 

cada micropoço. Os microssomos foram, portanto, diluídos na solução tampão para que 

fossem adicionados 25 mg de proteína a cada micropoço da microplaca. 

Para o ensaio, a solução tampão, a fração microssomal e o substrato foram adicionados 

aos poços da microplaca, que era mantida no banho de gêlo até o momento da pré-incubação 

em banho-maria Hetoâ com agitação, mantido a 37 °C. O volume final em cada micropoço 

foi de 0,3 mL. Após 3 minutos de pré-incubação, o sistema regenerador de NADPH foi 

adicionado à cada fileira da microplaca a intervalos de sessenta segundos e, após decorridos 

10 minutos, a reação foi interrompida com a adição de 0,1 mL de acetonitrila aos micropoços.  

O volume final para a leitura no espectrofluorímetro para microplacas foi, portanto, de 0,4 

mL. 

A microplaca era retirada do banho-maria e deixada à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz por 15 minutos antes da leitura da fluorescência produzida com a reação. 

Para construir a curva padrão com a substância fluorescente, em cada microplaca em 

que  se media a atividade, foram adicionados diferentes volumes de uma solução de resorufina 

1 mM e da solução tampão usada no ensaio, de modo a se obter diferentes concentrações de 

resorufina.  O volume final no micropoço para a leitura da curva padrão foi de 0,4 mL. 

Para determinar a atividade enzimática e construir a curva padrão, as medidas foram 

realizadas em triplicata. 

Para a leitura da fluorescência produzida com o acúmulo da resorufina formada 

durante a reação, a microplaca foi levada ao espectrofluorímetro para microplacas modelo 

Spectramax GeminiXS (Molecular DevicesÒ), usando o software Softmax Pro versão 4.0 para 

MacintoshÒ e WindowsÒ.  A leitura foi feita empregando os seguintes parâmetros: excitação 

530 nm, emissão 590 nm e precisão normal. 
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As atividades de EROD e BROD foram expressas como picomoles de 

resorufina/minuto/miligrama de proteína. 

    

  Cumarina 7-hidroxilase (COH) 

 Ensaio em microplaca 

 A atividade da cumarina-hidroxilase foi determinada na fração microssomal hepática 

dos camundongos, sendo a leitura da fluorescência realizada por meio de fluorímetro para 

microplacas, segundo método descrito por Rhanasto (2003), com algumas modificações. 

  A cumarina (substrato) foi usada na concentração final de 10 mM, dissolvida em 

etanol.  A solução tampão para o ensaio foi Tris 50 mM pH 7,4 e o sistema regenerador de 

NADPH usado para desencadear a reação era constituído de b-NADP; glicose-6-fosfato; 

glicose-6-fosfato desidrogenase e cloreto de magnésio, preparado como solução única, para 

obter as concentrações finais de 0,4 mM, 10 mM, 0,5 U/mL e 10 mM, respectivamente. 

Para padronizar as condições do ensaio, diferentes concentrações de proteína e 

diferentes tempos de incubação foram testados, fixando-se em 80 mg de proteína a quantidade 

a ser adicionada ao micropoço. Os microssomos foram, portanto, diluídos na solução tampão 

para que fossem adicionados 80 mg de proteína a cada micropoço da microplaca. 

               A solução tampão, a fração microssomal e o substrato foram adicionados à microplaca 

que foi mantida sobre gêlo em escamas até o momento da pré-incubação em banho-maria 

HetoÒ com agitação à 37 °C.  O volume final em cada micropoço foi de 0,1 mL.  Após 3 

minutos de pré-incubação, o sistema regenerador de NADPH foi adicionado a cada fileira da 

microplaca, a intervalos de sessenta segundos, e após 10 minutos, a reação foi interrompida 

com a adição de 0,06 mL de ácido tricloroacético a 10%.  Em seguida, foram adicionados 

0,14 mL de uma solução de glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4 a cada micropoço.  

  Para construir a curva padrão com a substância fluorescente, a cada microplaca em que 

foi determinada a atividade da COH, foram adicionados diferentes volumes de uma solução 

de umbeliferona 8 mM, preparada em solução tampão glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4, de modo 

a obter diferentes concentrações do produto da reação (umbeliferona). Foram também 

adicionados aos micropoços, solução de cumarina 100 mM, fração microssomal diluída em 

tampão Tris 50 mM pH 7,4 para obter 80 mg de proteína. e tampão Tris 50 mM pH 7,4 para 

completar o volume para 0,1 mL.  Ao final, foram adicionados também 0,06 mL de ácido 

tricloroacético e 0,14 mL da solução glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4 a todos os micropoços 

usados para determinar a curva padrão. Para medir a atividade das amostras e construir a 

curva padrão, as determinações foram feitas em triplicata. 
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Ao final da reação, para a leitura da fluorescência produzida com o acúmulo da 

umbeliferona, a microplaca foi levada ao espectrofluorímetro para microplacas modelo 

Spectramax GeminiXS (Molecular DevicesÒ), usando o software Softmax Pro versão 4.0 para 

Macintoshâ e Windowsâ.  A leitura da fluorescência foi feita com os seguintes parâmetros: 

excitação 355 nm, emissão 460 nm e precisão normal. 

A atividade de COH foi expressa como picomoles de umbeliferona/minuto/miligrama 

de proteína. 

 

 Ensaio usando fluorímetro convencional 

 O ensaio convencional da cumarina 7-hidroxilase foi realizado em tubos de ensaio de 

vidro de capacidade igual a 5 mL.  O volume final da reação era 0,5 mL e a mistura continha: 

tampão Tris 50 mM pH 7,4, cumarina 10 µM, proteína 0,4 mg (quando a linhagem de 

camundongos avaliada era DBA-2) ou 0,8 mg (para a linhagem C57BL/6). A reação tinha 

início com a adição da mistura (sistema regenerador de NAPH) de co-fatores β-NADP 0,5 

mM, glicose 6-fosfato 10 mM, glicose 6-fosfato desidrogenase 0,5 U/mL e cloreto de 

magnésio 10 mM após uma pré-incubação de três minutos.   

 Após dez minutos de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 50 µL de 

HCl 2 N.  Adicionávamos, então, 1 mL de clorofórmio à mistura e, após um período de 

repouso de trinta minutos, a umbeliferona (500 µL) foi extraída e transferida para tubos tipo 

eppendorf que continham 750 µL de uma solução de glicina NaOH 1,6 M pH 10,4.  

Decorridos vinte minutos, a umbeliferona foi extraída e transferida para cubetas de quartzo, 

sendo diluída quatro vezes (para as amostras de DBA-2), ou duas vezes (para as amostras de 

C57BL/6), em tampão glicina antes da leitura da fluorescência. 

 A leitura da fluorescência produzida pela umbeliferona acumulada durante a reação foi 

realizada em espectrofluorímetro ShimadzuÒ RF5001 com a fixação dos seguintes 

parâmetros: excitação 355 nm e emissão 460 nm com abertura de fenda 3 nm.   

 Antes da leitura das amostras foi construída uma curva padrão a partir de diluições de 

uma solução de umbeliferona 1 µM. 

 

p-nitrofenol-hidroxilase (PNPH) 

A atividade da para-nitrofenol-hidroxilase (PNPH), marcadora da atividade catalítica 

de CYP2E1, foi determinada na fração microssomal hepática dos camundongos, segundo o 

método descrito por Reinke e Moyer (1985), com algumas modificações introduzidas por 

Allis e Robinson (1994).   
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A atividade da PNPH foi determinada usando um espectrofotômetro Shimadzu Ò 

UV1601, empregando o programa cinético, e fixando o comprimento de onda de leitura em 

480 nm.  Ao espectrofotômetro foi acoplado um banho-maria FanemÒ modelo 116R, com 

bomba de demanda, o que permitia que a temperatura na célula (e na cubeta) fosse mantida 

estável a 37 °C.  

O ensaio ocorreu como se segue: à cubeta de poliestireno foram adicionados 865 mL 

de tampão fosfato de potássio dibásico 0,1 M pH 6,8, 10 mL de p-nitrofenol 10 mM, 

preparado em tampão fosfato de potássio dibásico 0,1 M pH 6,8, e 100 mL de fração 

microssomal diluída no mesmo tampão para obter a concentração de 2 mg/mL de proteína.  

O conteúdo da mistura foi pré-incubado durante cinco minutos em banho-maria 

HetoÒ com agitação à 37 °C.   O sistema regenerador de NADPH, constituído de glicose 6-

fosfato, glicose 6-fosfato desidrogenase e b-NADP – para obter as concentrações finais de 5 

mM, 1 U/mL e 0,25 mM, respectivamente – foi adicionado à cubeta para iniciar a reação. 

Depois de 5 minutos adicionais de pré-incubação (no banho-maria HetoÒ com agitação a 37 

°C), a cubeta foi levada ao espectrofotômetro que registrou a absorbância diferencial (DA = 

A0 – A10) no intervalo de 10 minutos de reação.  

Antes do ensaio, uma curva espectral do p-nitrofenol – substrato da reação – 0,1 mM 

em tampão fosfato de potássio dibásico 0,1 M pH 6,8 – foi feita em cubeta de quartzo na faixa 

de comprimentos de onda de 300 a 600 nm.  A reprodução do pico característico do substrato 

confirmava a completa solubilização do paranitrofenol na solução tampão. 

Para a padronização do método, testamos diferentes quantidades de proteínas e 

fixamos a quantidade de 0,2 mg de proteína para ser utilizada no ensaio. 

Para calcular o 4-nitrocatecol produzido na reação, utilizamos o coeficiente de 

extinção de 3,57 mM-1 cm-1 (Allis e Robinson, 1994). 

A atividade de PNPH foi expressa como nanomoles de 4-

nitrocatecol/minuto/miligrama de proteína. 

Devido à reduzida variabilidade entre as leituras de absorbância de uma mesma 

amostra, a atividade de PNPH de cada amostra foi determinada em duas determinações 

(duplicatas). 
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3.2.6.2 Reações de conjugação: 

  Uridina difosfo-glicuroniltransferase (UGT)  

 A atividade da uridina difosfo-glicuroniltransferase (UGT) foi determinada na fração 

microssomal hepática dos camundongos. A atividade da UGT foi determinada segundo o 

método decrito por Bock et al. (1983). 

 A reação ocorreu em tubos de ensaio mantidos em banho-maria HetoÒ com agitação à 

temperatura de 37 °C por trinta minutos.   

 Aos tubos de ensaio com capacidade para 5 mL, inicialmente mantidos em gêlo, foram 

adicionados tampão Tris 100 mM pH 7,4, triton X-100 0,25 %, p-nitrofenol 5 mM, MgCl2 50 

mM e 0,1 mL da fração microssomal diluída no mesmo tampão para obter 0,1 mg de 

proteínas. O volume final no tubo de ensaio onde ocorreu a reação foi de 0,5 mL.   

Após dois minutos de pré-incubação a 37 ºC, foram adicionados 50 mL de ácido 

uridina difosfoglicurônico (UDPGA) 30 mM para dar início à reação.  Transcorridos trinta 

minutos, a reação foi interrompida pela adição de 1 mL de ácido tricloroacético 5% aos tubos 

de ensaio que, em seguida, foram centrifugados a 2.300 rpm por vinte minutos (centrífuga 

QuimisÒ).  

Após adicionar à cubeta 1 mL do sobrenadante e 250 mL de NaOH 2 N, a absorbância 

(405 nm) foi lida em espectrofotômetro ShimadzuÒ UV 1601. O “branco” da reação continha 

todos os componentes para a reação, exceto o p-nitrofenol, e a cubeta de “referência” continha 

todos os componentes, exceto a UDPGA.  A leitura da absorbância do branco foi feita contra 

a água; e a da referência e a das amostras foi realizada contra o branco da reação.   

A absorbância das amostras resulta da absorção de luz pelo p-nitrofenol intacto, que 

não havia sido conjugado.  O valor diferencial entre a absorbância da célula de referência e a 

das amostras diz respeito ao p-nitrofenol que havia sido conjugado, e que foi expresso como 

glicuronato de p-nitrofenol / minuto / mg de proteína.  O ensaio foi realizado em triplicata 

para cada amostra. 

A concentração do glicuronato formado foi calculada com base no coeficiente de 

extinção molar de 14,9 x 103 mM-1 cm-1 estabelecido por Martin e Black (1994).    

 

 Glutationa S-transferase (GST) 

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada nas frações citosólica e 

microssomal hepáticas dos camundongos segundo método descrito por Habig et al. (1974). 

Para determinar a atividade de GST foi usado um espectrofotômetro ShimadzuÒ UV 

1601, sendo a leitura da absorbância realizada no comprimento de onda de 340 nm.  Ao 
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espectrofotômetro foi acoplado um banho-maria FanemÒ modelo 116R com bomba de 

demanda, o que permitia que a temperatura na célula fosse mantida estável a 25 °C. 

Às duas cubetas de quartzo foram adicionados 450 mL de solução tampão fosfato de 

potássio dibásico 100 mM pH 6,5, 25 mL de 1,cloro-2,4-dinitrobenzeno 40 mM e 25 mL de 

glutationa 40 mM.  Para medir a atividade da GST microssomal, foram adicionados 430 mL 

de tampão (ao invés de 450 mL), porque nesse caso foram adicionados também 20 mL de 

Triton X-100 5%.  

À cubeta contendo a amostra, onde iria ocorrer a reação, foram adicionados 500 mL de 

fração citosólica ou microssomal diluídas na solução tampão de uso, de forma a introduzir na 

cubeta 5 mg (no caso da GST citosólica) ou 50 mg (no caso da GST microssomal) de proteína.  

À cubeta de referência, em lugar da fração subcelular hepática, foram adicionados 500 mL da 

solução tampão de uso. Transcorridos cinco minutos de reação, foi registrada a leitura da 

absorbância diferencial (DA) a cada minuto de reação.  

Para o cálculo da concentração do conjugado (2,4-dinitrofenil-glutationa) formado foi 

usado o coeficiente de extinção molar de 9,6 mM-1 cm-1 (Habig et al., 1974).  

A atividade da GST foi expressa como mmoles (para GST citosólica) ou nanomoles 

(para GST microssomal) de 2,4-dinitrofenil-glutationa/miligrama de proteína/minuto. 

Quando as amostras de fração citosólica de camundongos C57BL/6 foram avaliadas 

(GST citosólica), foram introduzidos 2,5 mg de proteína na cubeta, ao invés dos 5 mg 

introduzidos no caso dos camundongos da linhagem DBA-2. As determinações foram feitas 

em triplicata. 

 

3.2.6.3 – Determinação dos níveis da glutationa reduzida (GSH) 

 Preparação do homogeneizado tissular 

A quantificação da glutationa reduzida (GSH) foi feita no homogeneizado hepático, 

como descrito por Cao e Li (2004). 

Após a morte por deslocamento cervical, os fígados foram retirados e o sobrenadante 

hepático foi preparado imediatamente. Os órgãos foram inicialmente lavados com uma 

solução gelada de PBS, cortados em pequenos pedaços, novamente lavados de forma intensa 

com a mesma solução, e secos com auxílio de papel de filtro. Os fígados foram, então, 

homogeneizados em um volume de solução tampão fosfato de sódio 100 mM com EDTA 5 

mM, correspondendo a aproximadamente duas vezes o peso do órgão. O homogeneizado foi 

centrifugado a 10.000 X g à 4 ºC durante quinze minutos e, em seguida, congelado e 

armazenado a – 80 ºC, por período não superior a quinze dias, antes da quantificação da GSH. 
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 Quantificação da concentração da GSH 

A GSH hepática foi determinada como descrito por Zhu et al. (1995) e Cao et al. 

(2003) usando espectrofluorímetro ShimadzuÒ RF 5001, com a fixação dos seguintes 

parâmetros: excitação 350 nm, emissão 420 nm e abertura de fenda 3 nm.   

No momento da análise, 10 µL do sobrenadante degelado foram incubados com 12,5 

µL de ácido fosfórico 25% e 37 µL de tampão fosfato de sódio 0,1 M com EDTA 5 mM pH 8 

a 4 ºC por dez minutos.  Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13.000 X g por dez 

minutos à 4 ºC. O sobrenadante obtido foi incubado com uma solução de o-ftalaldeído 0,1% 

em metanol, e com o tampão alcalino usado para a centrifugação, por quinze minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a leitura no espectrofluorímetro.  A 

concentração de GSH na preparação hepática foi calculada a partir de uma curva padrão 

construída com diluições sucessivas de uma solução de GSH a 20 µM. A curva padrão foi 

construída concomitantemente com a determinação da GSH nas amostras. 

Os resultados foram expressos como nanomoles de GSH/ mg de proteína. 

 

3.2.7 – Determinações realizadas no soro sanguíneo 

3.2.7.1  Determinação das atividades da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato 

aminotransferase (AST) 

As atividades da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) 

foram medidas no soro dos camundongos usando o kit comercial Laborclin Ò, seguindo 

método descrito por Reitman e Frankel (1957).  Foram seguidas as instruções do fabricante, 

adaptando-se as condições para a realização da reação em microplaca (noventa e seis poços). 

A leitura de densidade ótica foi feita a 505 nm em espectrofotômetro para microplaca modelo 

Spectramax Plus (Molecular DevicesÒ), usando o software Softmax Pro versão 4.0 para 

MacintoshÒ e WindowsÒ. 

 As atividades de AST e ALT foram expressas como unidades internacionais/L (UI/L). 

 

3.2.7.2– Quantificação dos níveis de óxido nítrico (NO) 

O nitrito sérico formado foi quantificado segundo a reação de Griess (1879). O nitrato 

do soro sanguíneo foi transformado em nitrito com o uso da nitrato redutase e quantificado, 

segundo a descrição que se segue. O nitrito e o nitrato (transformado) séricos foram expressos 

como concentração (mM) de nitrito sérico. 

Duas curvas padrão foram construídas paralelamente para quantificação do nitrito nas 

amostras de soro: uma de nitrito e outra de nitrato. 
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Nitrito 

Uma solução de nitrito de sódio 0,2 mM foi preparada em água milliQ. Diferentes 

diluições da solução 0,2 mM foram transferidas para os micropoços de uma microplaca (em 

triplicata), de modo a compor uma curva padrão com onze concentrações de nitrito. Aos 

micropoços correspondentes ao branco foi adicionada água milliQ.   

Em seguida, o reagente de Griess (partes iguais das soluções de sulfanilamida 2% em 

ácido fosfórico 5%; dicloridrato de N-1-naftilenodiamino – NEED – 0,2% em água milliQ; 

ácido fosfórico 5% em água milliQ e água milliQ) foi adicionado aos micropoços.   

A absorbância nos diferentes poços da microplaca foi então lida em espectrofotômetro 

de placa modelo Spectramax Plus (Molecular DevicesÒ), fixado o comprimento de onda em 

540 nm, e usando o  software Softmax Pro versão 4.0 para MacintoshÒ e WindowsÒ. 

  

Nitrato 

Uma solução de nitrato de sódio 0,4 mM foi preparada em água milliQ.  Diferentes 

diluições da solução 0,4 mM foram transferidas para os micropoços (em triplicata) de uma 

outra microplaca, de modo a compor uma curva padrão com onze concentrações de nitrato.  

Aos micropoços correspondentes ao branco foi adicionada água milliQ.  Aos micropoços 

restantes da microplaca que continha a curva de nitrato, foram adicionadas as amostras de 

soro para análise. 

Em seguida, foi adicionado um coquetel a todos os micropoços (contendo o branco, as 

diluições de nitrato de sódio e as amostras).  O coquetel foi constituído de nitrato redutase 4 

U/L  - para reduzir o nitrato sérico a nitrito - preparado com o tampão de uso; NADPH 0,1 

mg/mL em água milliQ; tampão fosfato de potássio monobásico pH 7,5 40 mM e água milliQ. 

A microplaca foi incubada à 37 °C em estufa (marca HeraeusÒ) durante a noite por 

um período de aproximadamente dezesseis horas. 

Ao final do período de incubação, o reagente de Griess foi adicionado a todos os 

micropoços e a microplaca foi, então, levada a um espectrofotômetro para placas, modelo 

Spectramax Plus (Molecular DevicesÒ), para leitura da absorbância em 540 nm, usando o 

software Softmax Pro versão 4.0 para MacintoshÒ e WindowsÒ. 

 

3.2.8 – Determinação da proteína CYP1A1/2 por immunoblotting  

 A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (sodium dodecyl 

sulphate, SDS) foi realizada usando a fonte de eletroforese Amersham Pharmacia Biotech Ò 

EPS 301, segundo técnica descrita por Laemmli (1970).  Foi empregada uma corrente elétrica 

de 20 mA no gel de empacotamento e de 40 mA no gel de resolução.  
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As placas de vidro foram lavadas com detergente e, após a montagem, testamos a 

presença de vazamento. Álcool comercial foi usado para limpeza. 

As placas foram, então, montadas no módulo de corrida. O gel de resolução 

(acrilamida 10%, SDS 0,1%) foi adicionado até uma altura correspondente a 2/3 da placa.  A 

solução de SDS 0,1% foi adicionada de modo a cobrir o gel, e deixada polimerizar 

(aproximadamente trinta minutos).  Retiramos o excesso de água e, após o posicionamento do 

pente, aplicamos o gel de empacotamento (acrilamida 4% SDS 0,1%). Deixamos polimerizar 

e, após trinta minutos, colocamos o tampão de corrida (SDS 0,1 %). 

As amostras dos microssomos foram diluídas em água destilada e tampão da amostra 

para obter 40 µg de proteína. Após homogeneização e aquecimento das amostras – cinco 

minutos a 100 ºC – o volume de 12 µL da amostra diluída foi aplicado às canaletas formadas 

com a polimerização do gel em torno dos dentes do pente. Foi aplicado o padrão de peso 

molecular diluído em tampão de amostra (5 µL) e a corrida teve início. 

Para a transferência, montamos o módulo de transferência. O módulo foi colocado na 

cuba, enchendo cuidadosamente com tampão de transferência.  Completamos o tanque com 

água destilada e aplicamos a corrente elétrica por duas horas (~ 25 V). Retiramos o gel e 

coramos as membranas com solução de Ponceau. As membranas foram descoradas, lavadas 

em TBS (Tris Buffer Solution) (cinco minutos duas vezes) e bloqueadas em solução de leite 

em pó desnatado 5% (em TBS) durante a noite à 4 ºC. Em seguida, as membranas foram 

lavadas em TBS (duas vezes) e incubadas com anticorpo primário anti-CYP1A1 (anticorpo 

contra CYP1A1 de camundongo desenvolvido em cabra, Santa Cruz Biotechnology®, 

sc9828) por uma hora à temperatura ambiente, com agitação. 

As membranas foram novamente lavadas (rapidamente) em TBS (duas vezes) e na 

mesma solução por quinze minutos com agitação à temperatura ambiente. Em seguida, o 

anticorpo secundário (anti-IgG de coelho desenvolvido em cabra, diluído 1:1000) foi 

adicionado às membranas por uma hora à temperatura ambiente com agitação. 

As membranas foram rapidamente lavadas com TBS (duas vezes) e mais uma vez 

(quinze minutos à temperatura ambiente com agitação) e, por último, mais três lavagens de 

cinco minutos. 

As membranas foram, então, reveladas com o kit de fosfatase alcalina segundo 

instruções do fabricante (BIO-RAD AP conjugate substrate kit, catálogo no. 170-6432).  As 

membranas foram fotodocumentadas e a densitometria das bandas foi quantificada utilizando 

o software Gel-Pro Analyzer versão 4.0 para Windows® 98/NT/2000.    
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3.2.9 – Determinação do mRNA de NOS2 por RT-PCR em tempo real  

 Extração e quantificação de RNA das amostras de fígado 

Pequenos fragmentos do fígado dos camundongos foram armazenados a –80 ºC em 

tubos criogênicos (NuncÒ) impermeáveis ao nitrogênio até a extração do RNA. No momento 

da extração, os fragmentos foram transferidos para tubos eppendorf de 1,5 mL e foi 

adicionado 1 mL do reagente Trizol® (Invitrogen®) a cada um deles. Os fragmentos foram 

homogeneizados com o auxílio de um homogeneizador de tecidos elétrico (Polytron®) em 

banho de gelo. Foram realizados movimentos ascendentes e descendentes até a total 

dissociação do tecido. Neste momento, as amostras foram retiradas do banho de gelo e 

repousaram por 10 minutos a temperatura ambiente.  Após esse período foram adicionados 

200 mL de clorofórmio (Tedia®) para cada mL de Trizol® utilizado. Os eppendorfs foram 

agitados manualmente e deixados em repouso por 3 minutos a temperatura ambiente.  As 

amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000 X g a 4 ºC em centrífuga refrigerada 

(Mikro 22R, Hettich®). A fase aquosa resultante foi retirada e transferida para novos 

eppendorfs onde foram adicionados 500 mL de isopropanol (Tedia®) seguidos de 5 minutos de 

repouso a temperatura ambiente. Após esse período, as amostras foram centrifugadas por 10 

minutos a 12.000 X g a 4 ºC em centrífuga refrigerada (Mikro 22R, Hettich®). O sobrenadante 

foi descartado e foi adicionado 1 mL de etanol (Tedia®) 75% em água MilliQ tratada com 

dietil-pirocarbonato (DEPC, Sigma-Aldrich Co) (H2O DEPC). Os eppendorfs foram agitados 

em vortex até que o sedimento descolasse. Neste momento, as amostras foram centrifugadas 

por 5 minutos a 7.500 X g a 4 ºC em centrífuga refrigerada (Mikro 22R, Hettich®). O 

sobrenadante foi descartado e cada sedimento foi ressuspenso em 20 mL de H2O DEPC. A 

concentração de RNA de cada amostra foi determinada utilizando-se espectrofotômetro ND-

1000 (Nanodrop®) e foi expressa em ng/mL. As amostras de RNA foram armazenadas a –80 

ºC. 

  

Síntese de DNA complementar (cDNA) 

Para a síntese de cDNA foi utilizado o kit Superscript II® (Invitrogen®).  Em tubos 

eppendorf de 100 mL foi adicionado 1 mL de mistura de nucleotídeos (dNTP) (Invitrogen®), 1 

mL de oligodT (Promega®), volume de amostra contendo 3 mg de RNA e volume de água 

DEPC necessário para completar 10 mL. As amostras foram aquecidas por 5 minutos a 65 ºC 

no termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf®) e rapidamente colocadas em gelo.  

Foram adicionados então 4 mL de Tampão firststrand 5X concentrado (Invitrogen®), 2 mL de 

ditiotreitol (DTT) 0,1 M e 1  mL de RNAseOut® (Invitrogen®). Esta mistura foi incubada no 
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termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf®) por 2 minutos a 42 ºC.  Após esse 

período, foi adicionado 1 mL de transcriptase reversa Superscript II (Invitrogen®) em cada um 

dos tubos.  As amostras foram incubadas no termociclador (Mastercycler Gradient, 

Eppendorf®) por 50 minutos a 42 ºC, seguido de uma etapa final de desnaturação de 15 

minutos a 70 ºC. As amostras de cDNA foram armazenadas a –80 ºC. 

  

Quantificação relativa dos níveis de mRNA por  RT-PCR 

Os níveis de mRNA da iNOS foram quantificados através da técnica de real time 

PCR, utilizando-se a metodologia Taqman® (Applied Biosystems®). Nestes ensaios utiliza-se 

uma seqüência em torno de 18 nucleotídeos (sonda), que anela especificamente no DNA 

complementar do gene alvo.  Esta sonda está conjugada com um fluoróforo que durante a 

etapa de extensão é clivado da sonda pela ação exonucleásica da DNA polimerase, e então, 

emite o sinal de fluorescência detectado pelo termociclador de real time (7500 Fast – Applied 

Biosystems®). 

Para o gene-alvo, foi utilizada sonda conjugada com o fluoróforo FAM®; para o 

controle endógeno β-actina, foi utilizada sonda conjugada com o fluoróforo VIC®. As sondas 

utilizadas neste trabalho constam do catálogo da Applied Biosystems® e tem suas seqüências 

protegidas por patentes comerciais. 

As sondas utilizadas estão apresentadas no quadro abaixo: 

 

Gene Código* 

NOS2 Mm00440485_m1 

β -Actina 4352341E 

*catálogo da Applied Biosystems® 

 

Os ensaios foram realizados em placas ópticas de 96 poços (Applied Biosystems®). 

Foram pipetados 8 mL de solução contendo todos os componentes necessários para a reação 

de PCR (Master Mix - Applied Biosystems®) e 2 mL de cDNA.  

Os níveis de transcrição de cada gene foram analisados através da diferença de 

expressão entre o gene alvo e o controle endógeno de uma mesma amostra, medido através do 

threshold cycle (ΔCt). A expressão relativa entre o grupo de animais com malária e o grupo 

controle foi analisada através da diferença dos valores de ΔCt de cada animal infectado contra 

a média de ΔCt do grupo controle através da fórmula: 2-ΔΔCt. 
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3.2.10 – Ensaio do micronúcleo em células de medula óssea de camundongos 

 O ensaio do micronúcelo foi realizado de acordo com as recomendações de 

MacGregor et al. (1987) e as diretrizes (guidelines) da Organização para Co-operação 

Econômica e para o Desenvolvimento (Organisation for Economic Co-operation and 

Development, OECD, 1997).  Fêmeas C57BL/6 foram tratadas com ciclofosfamida (CPA, 

CAS no. 50-18-0), etil metanosulfonato (EMS, CAS no 62-50-0)  ou 7,12-

dimetilbenz[a]antraceno  (DMBA, CAS no. 57-97-6).  As medulas ósseas foram removidas 

24 e 48 horas (CPA), 24 horas (EMS) ou 48 horas após uma injeção única i.p. do clastógeno.  

Após a morte dos camundongos por deslocamento cervical, os fêmures foram rapidamente 

retirados e as medulas ósseas foram ejetadas do canal com auxílio de seringa hipodérmica e 

soro fetal bovino (FCS). As suspensões celulares em FCS foram centrifugadas a 1.000 rpm 

por 10 minutos e os sobrenadantes descartados.  Os sedimentos foram suspensos em uma gota 

de FCS e usados para a preparação das distensões de medula óssea em lâmina de vidro. Após 

a coloração das distensões com May-Grunwald Giemsa, as lâminas recebiam um código para 

avaliação cega posterior. Duzentos eritrócitos foram examinados por lâmina para determinar a 

razão entre eritrócitos policromáticos (PCE, formas jovens) e eritrócitos normocromáticos 

(NCE, eritrócitos maduros). Esta razão é uma indicação de toxicidade da medula óssea 

(mielotoxicidade). Dois mil PCEs por camundongo foram examinados para determinar a 

frequência de micronúcleos (MN-PCE, ou eritrócitos policromáticos micronucleados) que é 

indicativa de lesão ao DNA.  Um técnico treinado que não conhecia os códigos (avaliação 

cega) examinou todas as lâminas. 
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4 – RESULTADOS 

4.1 – Alterações da biotransformação de xenobióticos no fígado de camundongos 

C57BL/6 e DBA-2 infectados com P. berghei (ANKA) 

4.1.1- Quadro clínico apresentado pelos camundongos infectados com P. berghei 

(ANKA)   

 Tal como ocorre com outras linhagens murinas, a infecção dos camundongos C57BL/6 

e DBA-2 fêmeas com P. berghei (ANKA) evoluiu de forma progressiva, com gradual 

elevação da parasitemia e agravamento dos sinais e sintomas clínicos que culminam com a 

morte do hospedeiro. Em experimentos preliminares, havíamos verificado que uma certa 

proporção dos C57BL/6  infectados, ainda em níveis moderados de parasitemia, apresentava 

sinais neurológicos como hipoatividade acentuada, ataxia e tendência a rolar sobre si mesmo 

(roll over) e, a partir deste momento, evoluíam rapidamente para o óbito. Nos camundongos 

DBA-2, este tipo de evolução para um comprometimento neurológico precoce e fatal foi 

muito mais raro e, via de regra, os animais exibiram uma deteriorização mais gradual do 

quadro clínico, concomitante com um aparente agravamento da anemia (“sangue ralo”) e 

elevação da parasitemia, ocorrendo a morte mais tardiamente, quando a proporção de 

hemácias parasitadas era elevada. Esses dois tipos de evolução clínica observados no presente 

estudo são compatíveis com o que é relatado na literatura em termos da susceptibilidade da 

linhagem C57BL/6, e maior resistência da DBA-2 à malária cerebral desencadeada pelo P. 

berghei (Brian de Souza e Riley, 2002).  

Neste experimento, os camundongos foram mortos para análise das modificações das 

enzimas de biotransformação de xenobióticos quando os animais apresentavam um quadro 

mais grave ou terminal da malária, nos dias pós-infecção (mediana, valor mínimo-máximo) 

12 (9-21), no caso dos C57BL/6, e 18 (12-20), no caso dos DBA-2, dias em que a parasitemia 

atingiu 28% HP (20-68%), ou 46% HP (33-68%), para a primeira e para a segunda linhagem, 

respectivamente. No dia em que foram mortos, os camundongos das duas linhagens exibiam 

perda de peso acentuada (10 a 20%) em relação ao peso corporal anterior à infecção, e outros 

sintomas tais como piloereção, hipoatividade e taquipnéia. Quando os camundongos foram 

mortos para remoção do fígado, notamos as alterações características da malária (i.e., baços 

de cor negra e muito aumentados e fígados com coloração castanho escura).  

 O peso médio (± EP) dos baços nos camundongos C57BL/6 controles não-infectados 

foi 70±20 mg (N=14) e, nos infectados, 240±190 mg (N=16), o que correspondeu a um 

aumento de 360%  (Figura 4.1). Nos camundongos DBA-2 controles, o peso do baço foi 

90±40 mg (N=17) e, nos infectados, 570±210 mg (N=17) (i.e., a infecção causou um aumento 

percentual de 550% no peso do órgão) (Figura  4.1).   
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Em comparação com a esplenomegalia, a hepatomegalia foi bem mais discreta. Os 

pesos médios dos fígados dos animais das linhagens DBA-2 e C57BL/6 foram 970±200 mg 

(controles) e 1310±190 mg (infectados), e 860±110 mg (controles) e 1090±420 mg 

(infectados), respectivamente (Figura 4.2). Em ambas as linhagens, o peso do fígado nos 

infectados correspondeu a aproximadamente 130% o peso do órgão nos controles não-

infectados.  

 É descrito que o aumento do peso do fígado na malária murina se deve, 

fundamentalmente, ao acúmulo de hemozoína (pigmento produzido pelo plasmódio ao 

metabolizar a hemoglobina do hospedeiro) e hipertrofia das células de Kupffer (Rey, 1991). 

Para verificar se na infecção ocorreu também dano significativo aos hepatócitos, 

determinamos as atividades das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST) nos soros sanguíneos dos camundongos (fêmeas) da linhagem DBA-

2 infectados e nos respectivos controles não-infectados.  As atividades das duas transaminases 

estavam elevadas (3 a 4 vezes) nos camundongos infectados (N=4) em relação aos controles 

(N=4).  Os valores (média±EPM; controles e infectados, teste t de Student, p < 0,05) foram 

para a ALT 16,8±1,1 e 45,9±9,4 UI/L e para a AST 64±12,9 e 227,8±32,2 UI/L, 

respectivamente (Figura 4.3).  Esse aumento das atividades das transaminases indica que 

nesta etapa da infecção houve dano ao tecido hepático dos DBA-2 infectados com P. berghei 

ANKA.  Não determinamos a atividade das transaminases nos camundongos C57BL/6 por 

não termos obtido soro destes animais neste experimento.  
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Plasmodium berghei (ANKA) 
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Figura 4.1 – Alterações dos pesos dos baços das fêmeas DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 106 hemácias 
parasitadas com Plasmodium berghei (ANKA) e seus controles.  O asterisco (*) indica que o grupo infectado 
difere do controle (teste t de Student  p < 0,05).  As colunas representam médias ± erro padrão da média (EPM). 
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Figura 4.2 – Alterações dos pesos dos fígados de fêmeas DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 106 hemácias 
parasitadas com Plasmodium berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  O asterisco 
(*) indica que o grupo infectado difere do controle (teste t de Student  p < 0,05). As colunas representam médias 
±EPM. 
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Figura 4.3 - Alterações dos níveis séricos das transaminases AST e ALT na linhagem DBA-2 infectada com 106 
hemácias parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  As atividades 
são expressas como UI/L. O asterisco (*) indica que o grupo infectado difere do controle (teste t de Student  p < 
0,05).  As colunas representam médias ±EPM.  

 
 

4.1.2 – Atividades catalíticas de CYP1A1/2, 2B9/10, 2A5 e 2E1 e expressão da proteína 

CYP1A1/2  no fígado de camundongos infectados com P. berghei (ANKA) 

Nos camundongos C57BL/6 e DBA-2 infectados, a atividade da etoxiresorufina-O-

desetilase (EROD) hepática, mediada por isoformas da subfamília CYP1A, estava deprimida 

em relação à atividade registrada nos respectivos controles não-infectados (Figura 4.4).  Entre 

os camundongos da linhagem DBA-2, a atividade de EROD (média±EPM) foi 92,3±11,8 e 

60,3±4,6 picomoles de resorufina/mg de proteína/minuto, em controles (N=16) e animais 

infectados (N=16), respectivamente (Figura 4.4).  Nos C57BL/6, por outro lado, EROD foi 

118,2±7,8 e 52,9±4,3 picomoles de resorufina/mg de proteína/minuto, em controles (N=19) e 

infectados (N=19), respectivamente (Figura 4.4).  Esses resultados indicam que a atividade 

catalítica da CYP1A hepática foi, entre os infectados, 30 a 50%  menor do que a atividade 

entre os não infectados. 

 A depressão da atividade catalítica de isoformas da subfamília CYP1A  

corerespondeu, pelo menos na linhagem DBA-2, à uma clara díminuição dos níveis das 

respectivas proteínas na fração microssomal hepática.  Como pode ser visto na Figura 4.5, o 

immunoblotting revelou  que as bandas  imunoreativas com anticorpo contra CYP1A1  foram 

menos densas nas tiras (lanes) cujos poços foram carregados com microssomos de 

camundongos infectados (Figura 4.5). 

A análise densitométrica corroborou esta impressão visual e mostrou que a densidade 

das bandas que correspondem aos microssomos dos animais infectados é significativamente 

menor [134,7±2,45 unidades arbitrárias de densitometria ótica (DO), N=5] do que a dos não-
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infectados [217,1±35,25 unidades arbitrárias de densitometria ótica (DO), N=5], (teste t de 

Student p < 0,05) (Figura 4.5).  A depressão da atividade catalítica, portanto, poderia ser 

explicada por uma diminuição dos níveis de proteínas CYP1A entre os infectados, o que 

poderia resultar de uma menor síntese (e.g., regulação negativa da transcrição) ou de uma 

degradação mais rápida da proteína causada pela infecção.      

A atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD), catalisada por isoformas 

da subfamília CYP2B em fígado de mamíferos (CYP2B9/10 em camundongos), também foi 

reduzida pela infecção, tanto na linhagem DBA-2 quanto na C57BL/6.  Entre os 

camundongos DBA-2, a atividade de BROD (médias±EPM) foi 80,5±7,3 e 51,8±4,8 

picomoles de resorufina/mg de proteína/minuto em animais não infectados (N=16) e 

infectados (N=16), respectivamente. Nos camundongos C57BL/6, BROD foi 85,2±11 e 

42,5±5,2 picomoles de resorufina/mg de proteína/minuto em animais não-infectados (N=19)  

e infectados (N=19),  respectivamente (Figura 4.6).  Esses resultados indicaram que, tal como 

ocorreu com a atividade de CYP1A, a infecção também reduziu (entre 30 a 50%) a atividade 

catalítica de isoformas da subfamília CYP2B no fígado de camundongos das duas linhagens.  

 Contrastando com a depressão da atividade de isoformas CYP1A e 2B, entretanto, 

houve uma clara indução (1,5 a 2 vezes) da atividade da cumarina 7-hidroxilase (COH), 

mediada por CYP2A5, no fígado dos camundongos DBA-2 e C57BL/6  infectados (Figura 

4.7).  Nos camundongos DBA-2 não infectados (N=19), a atividade de COH (média±EPM) 

foi 93,2±10,4 contra 170,1±19,8 picomoles de umbeliferona/mg de proteína/minuto entre os 

infectados (N=19).  Entre os camundongos C57BL/6,  as atividades de COH foram 7,94±0,7 e  

11,79±1,6 picomoles de umbeliferona/mg de proteína/minuto em animais não infectados 

(N=18) e infectados (N=18), respectivamente. Esses resultados mostram, portanto, que a 

infecção causou uma clara indução da atividade catalítica de CYP2A5 nas duas linhagens. 

Digno de nota é o fato da atividade constitutiva de CYP2A5 (COH) entre as fêmeas não 

infectadas ser muito maior (maior que 10 vezes) na linhagem DBA-2 do que na C57BL/6.  A 

expressão de CYP2A5 difere amplamente entre as linhagens murinas, e é bem conhecido que 

a linhagem DBA-2 é uma das que melhor expressa essa isoforma (Wood e Conney, 1974).  

Em estudo anterior havíamos constatado que os camundongos Swiss Webster, por exemplo, 

aparentemente não expressam CYP2A5 e exibem atividade de COH extremamente baixa. 

Neste experimento notamos também um aumento da atividade de hidroxilação do p-

nitrofenol (PNPH, p-nitrofenol hidroxilase) nos camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados, 

em relação aos respectivos controles (Figura 4.8).  A atividade de PNPH (média±EPM) nos 

DBA-2 foi 1,44±0,07 e 2,56±0,15 nanomoles de 4-nitrocatecol/mg de proteína/minuto em 

camundongos não infectados (N=18) e infectados (N=18), respectivamente. Nos C57BL/6, a 
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atividade de PNPH foi 1,86±0,11 e 2,39±0,17 nanomoles de 4-nitrocatecol/mg de 

proteína/minuto em animais não infectados (N=19) e infectados (N=19), respectivamente. 

Embora haja evidências de que a atividade de PNPH em microssomos humanos também é 

catalisada por CYP2A6 e 2C19 (Monostory et al., 2004), Lofgren et al. (2004) sustentam  que 

o p-nitrofenol é um marcador de CYP2E1 mais específico em camundongos do que em ratos.  

Assim sendo, poderíamos supor que a reação de PNPH pode ser um marcador específico de 

CYP2E1 em linhagens murinas que não expressam CYP2A5, mas pode ser não específico 

naquelas que expressam esta última isoforma (nesse caso PNPH refletiria tanto as atividades 

de CYP2E1 quanto de 2A5). Neste estudo, portanto, é possível que o aumento observado de 

PNPH seja um reflexo da indução de CYP2A5 (constatado com COH)  e não de CYP2E1. 
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Figura 4.4 - Atividade de EROD em camundongos das linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 106 hemácias 
parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  A atividade é expressa como 
picomoles de resorufina/mg proteína/minuto.  O asterisco (*) indica que o grupo infectado difere do controle (teste t de 
Student  p < 0,05). As colunas representam médias ±EPM. 
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Figura 4.5 – Immunoblotting de CYP1A na fração microssomal de camundongos DBA-2 infectados com P. 
berghei (106HP/animal) e seus controles.  As bandas A a E correspondem aos animais infectados e as bandas F a 
J correspondem aos animais controles.  Colunas: médias ± EP ( DO = unidades arbitrárias) da  densitometria das 
bandas (animais infectados, quadriculado branco e negro e controles, pontilhado).  Foi usado anticorpo anti-
CYP1A1 de camundongo.  Asterisco (*)  indica diferença do controle (p <.0,05, Teste U de Mann-Whitney). 
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Figura 4.6 - Atividade de BROD nas linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 106 hemácias parasitadas 
com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  A atividade é expressa como 
picomoles de resorufina/mg proteína/minuto.  O asterisco (*) indica que o grupo infectado difere do controle 
(teste t de Student  p < 0,05). As colunas representam médias ±EPM. 
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Figura 4.7 - Atividade de COH nas linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 106 hemáceas parasitadas com 
P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  A atividade é expressa como picomoles 
de umbeliferona/mg proteína/minuto.  O asterisco (*) indica que o grupo infectado difere do controle (teste t de 
Student  p < 0,05).  As colunas representam médias ±EPM.  
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Figura 4.8 - Atividade de PNPH nas linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 106 hemácias parasitadas com 
P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  A atividade é expressa como picomoles 
de 4-nitrocatecol/mg proteína/minuto.  O asterisco (*) indica que o grupo infectado difere do controle (teste t de 
Student  p < 0,05).  As colunas representam médias ±EPM.  
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4.1.3 – Atividades de enzimas de conjugação no fígado de camundongos infectados com 

P. berghei (ANKA) 

A atividade da uridina difosfo-glicuroniltransferase (UGT) na fração microssomal 

hepática de camundongos DBA-2 e C57BL/6 não diferiu entre animais infectados e 

respectivos controles não infectados (Figura 4.9).  Nos DBA-2, as atividades de UGT (média 

±EPM) foram 8,43±3,2 e 9,01±2,8 nanomoles de glicuronato de p-nitrofenol/mg de 

proteína/minuto para os animais controles e infectados, respectivamente (N=8 em cada 

grupo). Entre os camundongos C57BL/6, as atividades da UGT foram 7,43±3,7 e 5,55±3,0 

nanomoles de glicuronato de p-nitrofenol/mg de proteína/minuto para os animais controles e 

infectados (N=9 em cada grupo), respectivamente (Figura 4.9).   

 Da mesma forma que a UGT, a atividade da glutationa-S-transferase (GST) 

microssomal também não diferiu entre camundongos infectados e respectivos controles não 

infectados nas duas linhagens murinas. As atividades (média ±EPM) da GST microssomal dos 

animais DBA-2 foram 80,4±4,45 e 91,0±5,37 nanomoles de glicuronato de 1,cloro-2,4-

dinitrofenil glutationa/mg de proteína/minuto, para os animais controles e  infectados, 

respectivamente (N=8 em cada grupo) (Figura 4.10).  Nos C57BL/6, as atividades da GST 

microssomal foram 85,6±6,12 e 95,89±2,69 nmoles de conjugado/mg de proteína/minuto para 

controles e  infectados, respectivamente (N=8 em cada grupo). 

Não encontramos também diferenças entre controles não infectados e infectados em 

relação à atividade da GST citosólica, tanto entre os DBA-2 quanto entre os C57BL/6 (Figura 

4.11).  As atividades (média±EPM) da GST citosólica nas fêmeas DBA-2 foram  0,69±0,11 e 

0,79±0,13 micromoles de glicuronato de 1,cloro-2,4-dinitrofenil-glutationa/mg de 

proteína/minuto nos animais controles (N=8) e infectados (N=8), respectivamente.  No caso 

dos camundongos C57BL/6, as atividades da GST citosólica foram 1,37±0,08 para os animais 

controles (N=6) e 1,55±0,14 (N=8) para os infectados. 

Em conjunto, esses resultados mostram que, diferentemente do observado com as 

isoformas CYP, enzimas microssomais da fase 1 do metabolismo, as enzimas de conjugação 

(fase 2) analisadas não foram alteradas pela malária, quer na fração microssomal, quer na 

fração citosólica.  
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Figura 4.9 - Atividade de UGT nas linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 106 hemácias parasitadas com 
P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  A atividade é expressa como nanomoles 
de glicuronato de p-nitrofenol/mg proteína/minuto.  As diferenças não são significativas (teste t de Student, p > 
0,05).  As colunas representam médias ± EPM.  
 
 
                             DBA-2                                                C57BL/6 
 

0

50

100

n
m

o
le

s/
 m

g
 p

tn
/ 

m
in

0

50

100

n
m

o
le

s/
 m

g 
p

tn
/ m

in
u

to

 
 
Figura 4.10 - Atividade da GST microssomal nas linhagens DBA-2 e C57BL/6  infectadas com 106 hemácias 
parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  A atividade é expressa 
como nmoles de 1-cloro-2,4-dinitrofenil-glutationa/mg proteína/minuto. As diferenças não são significativas 
(teste t de Student, p > 0,05).  As colunas representam médias ± EPM 
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Figura 4.11 - Atividade de GST citosólica em camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados com 106 hemácias 
parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado).  A atividade é expressa 
como mmoles de 1-cloro-2,4-dinitrofenil-glutationa/mg proteína/minuto. As diferenças não são significativas 
(teste t de Student, p > 0,05).  As colunas representam médias ± EPM. 
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4.1.4 – Níveis hepáticos da glutationa reduzida em camundongos infectados com P. 

berghei (ANKA) 

Determinamos os níveis da glutationa reduzida (GSH) no fígado de camundongos 

infectados e não infectados das linhagens examinadas neste estudo. Como pode ser visto na 

Figura 4.12, a infecção não alterou os níveis de GSH em camundongos DBA-2. As 

concentrações de glutationa no fígado dos DBA2 controles (N=7) e infectados com P. berghei 

foram 86,29±3,04 e 76,87±3,4 nanomoles de glutationa/mg de proteína, respectivamente. 

Entre os camundongos da linhagem C57BL/6, a infecção causou uma redução dos níveis 

hepáticos de GSH. Nos C57BL/6, as concentrações da glutationa foram 28,4±3,91 e 

16,91±3,03 nanomoles de glutationa/mg proteína nos controles (N=6) e infectados (N=8), 

respectivamente.  Esses resultados sugerem que na linhagem C57BL/6, que tem níveis basais 

de GSH menores do que a DBA-2, a infecção grave causou uma depleção moderada dos 

níveis hepáticos da glutationa.   
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Figura 4.12 – Concentração da glutationa reduzida (GSH) no sobrenadante hepático nas linhagens DBA-2 e 
C57BL/6 infectadas com 106 hemácias parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus 
controles (pontilhado).  A concentração da glutationa é expressa como nmoles de glutationa/mg proteína.  As 
diferenças significativas estão assinaladas com um asterisco (teste t de Student, p < 0,05).  As colunas 
representam médias±EPM. 
 

 

4.2 – Modulação da genotoxicidade de xenobióticos pela infecção com P. berghei 

(ANKA) 

 O fato da malária causada pelo P. berghei ANKA alterar a atividade de isoformas 

CYP envolvidas no metabolismo de xenobióticos, sugere que a infecção deve modificar 

também a cinética e, portanto, os efeitos terapêuticos e tóxicos de fármacos e outras 

substâncias químicas.  De certa forma, como mencionamos na Introdução deste trabalho, há 
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evidências de que isto ocorre em seres humanos durante episódios de malária. Foi 

demonstrado, por exemplo, que a eliminação de alguns fármacos antimaláricos (e.g., quinina) 

e de outros xenobióticos (e.g., antipirina) são mais lentos em pacientes com malária 

falciparum (Pukrittayakamee et al., 1997). Não encontramos, entretanto, nenhum estudo 

experimental ou clínico que tivesse investigado eventuais modificações dos efeitos tóxicos de 

xenobióticos (e.g., genotoxicidade e carcinogenicidade) durante a malária.   

 É interessante salientar que, neste estudo, verificamos que a malária altera a atividade 

de algumas isoformas CYP (CYP1A1/2, 2B9/10, 2A5 e 2E1)  que têm papel de destaque na 

toxicologia, porque estão envolvidas na ativação e desintoxicação de substâncias genotóxicas 

e carcinogênicas de grande importância.  A família CYP1, com as subfamílias 1A e 1B, por 

exemplo, participa da ativação metabólica, e também da desintoxicação, de hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (PAHs), importantes carcinógenos (genotóxicos) ambientais 

produzidos pela queima de combustíveis fósseis. As isoformas CYP2A5 (ortólogo murino da 

CYP2A6 humana) e 2E1, por outro lado, ativam os potente carcinógenos N-nitrosodietilamina 

e N-nitrosodimetilamina, respectivamente (Fujita e Kamataki, 2001). As nitrosaminas são 

carcinógenos genotóxicos quase onipresentes no ambiente humano, sendo produzidas 

endogenamente pela flora do trato gastro-intestinal (TGI) a partir de alimentos ricos em 

nitratos/nitritos, e ocorrendo em grande quantidade na fumaça do cigarro, em borrachas e em 

vários outros produtos.  As isoformas CYP da subfamília 2B, conjuntamente com as da 3A, 

têm importante papel na ativação de aflatoxinas, carcinógenos potentes produzidos pelo fungo 

Aspergillus flavus e contaminantes frequentes de cereais em regiões tropicais, além de ativar o 

fármaco antineoplásico – na verdade, pró-fármaco – ciclofosfamida (CPA).  Embora a CPA 

seja utilizada no tratamento de vários tipos de cancer, em virtude da alta sensibilidade das 

células tumorais, ela é um agente alquilante do DNA e, portanto, produz efeitos genotóxicos e 

é capaz de induzir – anos após a cura do tumor primário – o aparecimento de tumores 

secundários nos pacientes tratados.  

 Verificamos que a malária altera a atividade de várias isoformas CYP, deprimindo 

algumas e induzindo outras. Além disso, via de regra, para os efeitos genotóxicos/ 

carcinogênicos de xenobióticos, contribuem reações de ativação e desintoxicação catalisadas 

por diferentes enzimas. Neste contexto, não é possível antecipar, a partir apenas das alterações 

observadas de atividade e expressão de isoformas CYP, que impacto a infecção malárica teria 

no efeito genotóxico de determinado xenobiótico.     

Este estudo foi realizado para investigar se e como a malária causada pelo P. berghei 

em camundongos C57BL/6 modula os efeitos de carcinógenos genotóxicos diretos e  indiretos 

(i.e., que dependem de ativação metabólica).   
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A genotoxicidade foi avaliada pela frequência de eritrócitos policromáticos (PCE) com 

micronúcleos (MN-PCE) na medula óssea dos camundongos. Os PCEs são eritrócitos jovens 

encontrados na medula óssea que, tal como os eritrócitos maduros (normocromáticos, NCE), 

que são lançados na circulação, não apresentam mais núcleo. Embora o núcleo já tenha sido 

expulso, os PCEs (jovens), ao contrário dos NCEs (maduros), ainda exibem retículo 

endoplasmático remanescente, o que confere a eles coloração mais azulada (policromática) 

com o Giemsa, que os diferencia do aspecto mais homogêneo, normocromático dos NCEs.  

Em células nucleadas, os micronúcleos são pequenas massas de material nuclear que 

aparecem como um satélite do núcleo. Essas pequenas massas, que coram como o núcleo 

principal, correspondem a fragmentos de quebras cromossomicas ou a cromossomos inteiros, 

que são eliminados do núcleo na mitose.  Os micronúcleos permanecem nos PCEs (MN-PCE) 

após a expulsão do núcleo na divisão das células precursoras, sendo de fácil visualização. 

Como os MNs resultam de quebras cromossomicas, com o aumento do dano (efeito 

genotóxico, clastogênico) há um aumento da frequência de células (PCEs) com micronúcleos 

(MN-PCEs) na medula. Neste tipo de ensaio, o efeito mielotóxico (sobre a proliferação das 

células da medula óssea) pode ser evidenciado pela alteração da razão entre eritrócitos jovens 

(PCEs) e maduros (NCEs) na medula.   

 

4.2.1 Alteração da genotoxicidade da ciclofosfamida na infecção com P. berghei (ANKA) 

   Inicialmente, examinanos em camundongos C57BL/6 (fêmeas) não infectados (CON, 

controles) a relação entre a dose de ciclofosfamida (CPA) e  a elevação da frequência de MN-

PCEs na medula óssea removida 24 horas após o tratamento. Como mostrado na Figura 4.13 

A, no intervalo de doses testado (12,5; 25 e 50 mg/kg i.p.), a CPA elevou de forma dose 

relacionada a frequência de células micronucleadas (MN-PCE), sem causar redução 

estatisticamente detectável da razão PCE/NCE, o que indica que, nestas doses, a CPA não  

deprimiu de forma significativa a proliferação celular na medula óssea. A partir desses 

resultados, escolhemos a dose intermediária CPA (25 mg/kg i.p.) para investigar se a infecção 

causada pelo P. berghei (ANKA) modificaria o efeito deste clastógeno. Os camundongos 

infectados (MAL) receberam uma injeção de CPA (25 mg/kg i.p.) quando exibiam 

parasitemias (mediana, mínimo-máximo) de 15,4% HP (9,2 - 30,3% HP) no dia 13 (13-16) 

após a infecção e foram mortos para remoção das medulas ósseas, 24 e 48 horas após o 

tratamento. Os controles não infectados (CON) receberam tratamento idêntico, sendo mortos 

concomitantemente com os infectados. A elevação da incidência de MN-PCE induzida pela 

CPA (25 mg/kg i.p.) foi atenuada, enquanto a razão PCE/NCE foi aumentada 24 horas após o 

tratamento nos camundongos infectados com P. berghei ANKA (MAL) em relação ao 
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observado nos respectivos controles não infectados (CON) (Figura 4.13 B). Quando as 

medulas foram removidas 48 horas após o tratamento com a CPA, a incidência de MN-PCEs 

foi consideravelmente menor tanto nos controles (CON) quanto nos infectados (MAL), não 

sendo mais detectada a diferença entre os dois grupos.  A razão PCE/NCE, todavia, estava 

aumentada entre os infectados, sugerindo que ocorreu nestes animais uma estimulação da 

proliferação das células na medula óssea. 

Esses resultados indicam que a malária (P. berghei) atenuou o efeito clastogênico da 

CPA, promutágeno que é ativado metabolicamente por isoformas CYP das subfamílias 2B e 

3A. Em um outro grupo de camundongos C57BL/6, que não foram tratados com CPA, 

verificamos (tal como havíamos visto no experimento anteriormente relatado neste trabalho)  

que a atividade de BROD hepática, catalisada por CYP2B9/10, estava deprimida em 

camundongos infectados com P. berghei ANKA (parasitemia: 25%, 12-67% HP) em relação 

ao registrado em controles não infectados (Figura 4.16). Neste trabalho, não avaliamos 

diretamente o efeito da infecção sobre a atividade de isoformas da subfamília CYP3A, mas a 

depressão das atividades de CYP2B, constatada neste e no estudo anterior, é consistente com 

a interpretação de que a depressão das atividades dessas isoformas pela malária tornou mais 

lenta a conversão da CPA em seus metabólitos ativos, acarretando a atenuação do efeito 

genotóxico. 

A CPA, como havíamos mencionado, é usada como medicamento (pró-farmaco) anti-

tumoral e imunosupressor. Como os efeitos terapêuticos da CPA dependem da mesma via de 

ativação metabólica envolvida nos efeitos genotóxicos, os resultados aqui apresentados 

sugerem que os efeitos anti-tumorais e imunossupressores do fármaco também devem ser 

atenuados no curso da infecção malárica.  
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Figura 4.13 – (A) Efeito da ciclofosfamida (CPA 0, 12,5, 25 e 50 mg/kg i.p.) sobre a freqüência (‰) de MN-
PCE (colunas) e razão PCE/NCE (losangos negros) na medula óssea de C57BL/6 não infectadas.  (B) Efeitos da 
CPA (25 mg/kg i.p.) sobre a freqüência (‰) de MN-PCE (colunas) e razão PCE/NCE (losangos negros) na 
medula óssea de fêmeas C57BL/6 infectadas com P. berghei (MAL) e não infectadas (CON).   A cultura da 
medula óssea durou 24 ou 48 horas.  As comparações foram feitas com os testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.  As diferenças (p < 0,05) estão indicadas com um asterisco (* ≠ CON 0).  Os dados estão apresentados 
como médias±EPM. 
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4.2.2 Alteração da genotoxicidade do dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA) na infecção 

com P. berghei (ANKA) 

 A influência da infecção com P. berghei sobre o efeito genotóxico do DMBA em 

camundongos C57BL/6 fêmeas foi examinada de forma semelhante. Neste caso, entretanto, a 

dose do clastógeno (50 mg/kg i.p.) e o tempo ideal para remoção da medula óssea (48 horas 

pós-tratamento) foram escolhidos com base em estudos anteriores (não mostrados).  Neste 

experimento, os camundongos apresentavam taxa de parasitemia (mediana, mínimo-máximo) 

de 30,0 %HP (9,7-68,0% HP) no dia pós-infecção (12, 10-14) em que foram tratados. Como 

pode ser visto na Figura 4.14, a infecção diminuiu o efeito clastogênico do DMBA (50 mg/kg 

i.p.), clastógeno que, como os demais PAHs, é ativado por isoformas da subfamília CYP1A. É 

interessante destacar que, nos microssomos hepáticos dos mesmos camundongos não 

infectados (CON) e infectados (MAL), em que havíamos determinado a atividade de BROD, 

medimos também a atividade de EROD, mediada por isoformas CYP1A. A Figura 4.16 

mostra que a atividade de EROD estava reduzida no fígado dos camundongos infectados 

(MAL), em relação aos controles não-infectados (CON), corroborando o que já havíamos 

visto no estudo anterior.  Esses resultados são compatíveis com a interpretação de que a 

malária,  deprimindo a atividade de isoformas CYP da subfamília 1A, torna mais lenta a 

conversão do DMBA (e possivelmente de outros PAHs) em seus metabólitos ativos e, 

consequentemente, atenua os seus efeitos genotóxicos.    

 

4.2.3 Alteração da genotoxicidade do etilmetanosulfonato (EMS) na infecção com P. 

berghei (ANKA)  

 Neste trabalho, analisamos também o efeito da infecção com P. berghei (ANKA) 

sobre a genotoxicidade do EMS, um agente alquilante cuja clastogenicidade não depende de 

ativação metabólica. O efeito do EMS foi avaliado em camundongos infectados com taxas de 

parasitemia (mediana, mínimo-máximo) por volta de 15,2% HP (11,0-23,6% HP alcançadas 

por volta do dia 14 (9-14) após a infecção com P. berghei (ANKA). Neste caso, verificamos 

que o efeito do clastógeno direto (EMS) nos camundongos infectados (MAL) não foi 

atenuado, como ocorreu com os clastógenos indiretos CPA e DMBA, mas foi exacerbado em 

relação ao efeito registrado nos controles não-infectados (CON) (Figura 4.15).  É conhecido 

que a molécula não transformada do EMS é capaz de alquilar o DNA e produzir o efeito 

clastogênico, mas não é claro como o EMS é metabolizado e eliminado no camundongo. Se a 

eliminação do EMS depender de oxidações mediadas por isoformas CYP, cuja atividade é 

deprimida na malária, é possível que a exacerbação do efeito genotóxico observado no 

presente estudo tenha sido devida à eliminação mais lenta do clastógeno em questão.   
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 Em conjunto, os resultados aqui apresentados indicam que a genotoxicidade de 

xenobióticos é modulada na malária causada pelo P. berghei (ANKA) em camundongos 

C57BL/6.  Nesse caso, a infecção atenuou o efeito genotóxico de clastógenos que dependem 

de ativação metabólica, mediada por isoformas das subfamílias 1A, 2B e 3A, e, por outro 

lado, exacerbou o efeito de um clastógeno direto.  Essa modulação pode ter sido devida à 

depressão da atividade das isoformas envolvidas na conversão dos clastógenos indiretos em 

seus metabólitos ativos, e à diminuição das atividades de isoformas CYPs que catalisam 

reações importantes para a eliminação do clastógeno direto.  

 Esta primeira etapa do trabalho já foi publicada e consta do ANEXO 2 (Trabalhos 

Publicados). 

 

 

Figura 4.14 – Frequência (‰) de MN-PCE (colunas) e razão PCE/NCE (losangos negros) na medula óssea de 

fêmeas C57BL/6 não infectadas (CON) e infectadas com P. berghei (MAL) tratadas com 7,12-

dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA, 50 mg/kg i.p.).  As diferenças (p < 0,05, teste de Mann-Whitney) entre 

tratados e controles estão assinaladas com um asterisco (*).  Os dados estão apresentados como médias±EPM.  
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Figura 4.15 – Frequência (‰) de MN-PCE (colunas) e razão PCE/NCE (losangos negros) na medula óssea de 

fêmeas C57BL/6 não infectadas (CON) e infectadas com P. berghei (MAL) tratadas com etilmetanosulfonato 

(EMS 150 mg/kg i.p.).  As diferenças (p < 0,05, teste de Mann-Whitney) entre tratados e controles estão 

assinaladas com um asterisco (*).  Os dados estão apresentados como médias±EPM.  

 

 

 

 

Figura 4.16 – Atividades de EROD e BROD na linhagem C57BL/6 infectada com 106 hemácias parasitadas com 
P. berghei e controles.  A atividade é expressa como picomoles de resorufina/mg proteína/minuto.  O asterisco 
(*) indica que o grupo infectado difere do controle (teste t de Student  p < 0,05).  As colunas representam médias 
±EPM.  
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4.3 – Modulação da atividade de enzimas citocromo P450 hepáticas durante a evolução 

temporal da malária letal (P. berghei ANKA) e não-letal (P. chabaudi) em camundongos 

Na primeira etapa deste trabalho, verificamos que no quadro da malária grave 

(terminal) causada pela infecção de camundongos (C57BL/6 e DBA-2) com P. berghei 

ANKA, ocorria uma depressão das atividades catalíticas de isoformas das subfamílias CYP1A 

(EROD) e 2B (BROD), que contrastava com a exacerbação das reações de hidroxilação da 

cumarina (COH, mediada por CYP2A5) e do p-nitrofenol (PNPH, CYP2E1) na fração 

microssomal hepática. Constatamos ainda que neste quadro de malária grave, as atividades de 

enzimas microssomais (UGT e GST) e citosólicas (GST) de conjugação (fase 2) e os níveis da 

glutationa parmaneceram inalterados no fígado dos dois hospedeiros. 

Nesta segunda etapa, investigamos as alterações da atividade catalítica das enzimas 

das subfamílias CYP1A (EROD) e 2B (BROD), e da isoforma CYP2A5 (COH), que ocorrem 

ao longo da evolução clínica da malária letal (P. berghei ANKA) e não-letal (P. chabaudi) 

nas duas linhagens de camundongos.  

 

4.3.1 – Alterações das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolução da infecção 

letal (P. berghei ANKA) em camundongos DBA-2 

 Os camundongos DBA-2 fêmeas infectados com P. berghei ANKA nesta etapa 

apresentaram uma evolução clínica semelhante à que havíamos observado na etapa anterior. 

As taxas de parasitemia alcançaram 6,78% HP no dia quatro, 26% HP no dia 16,  e 

aproximadamente 40% HP no dia 20 após a infecção (Figura 4.17). Sintomas como 

progressiva perda de peso, piloereção e hipoatividade começaram a aparecer a partir do dia 8 

e estiveram presentes até o dia 20 após a infecção. No dia 20 pós-infecção, alguns animais 

apresentavam também taquipnéia e aparentavam estar moribundos. A partir do dia 20 houve 

elevada mortalidade (mortes devidas à infecção e, portanto, não programadas) entre os 

camundongos DBA-2 infectados, razão pela qual este foi o tempo mais longo de evolução da 

infecção analisado neste experimento. 

Como pode ser visto na Figura 4.17, nos camundongos infectados o peso do baço 

aumentou consideravelmente a partir do dia 8, atingindo nos dias 16 e 20 pós-infecção, peso 

(700±30 mg) que correspondia a quase 10 vezes o peso (80 mg±40 mg) do órgão nos animais 

controles não-infectados. A hepatomegalia nos camundongos infectados foi mais discreta 

(menos que 2 vezes) e mais tardia do que a esplenomegalia, sendo detectada apenas a partir 

do dia 16 pós-infecção (Figura 4.17). Tanto o baço quanto o fígado dos animais infectados 

além de estarem aumentados, apresentavam também uma coloração negra. 
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Figura 4.17 – Evolução clínica e alterações das atividades de CYP2A5 (COH), 1A1/2 (EROD) e 2B9/10 
(BROD) em microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas) infectados com P. berghei ANKA. Os 
painéis mostram as alterações, a partir do dia da infecção (dia 0, 106HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia (% 
HP), do peso do fígado e baço (%), da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-
hidroxilase (COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos órgãos e as 
atividades enzimáticas estão representados como % do valor médio dos controles não infectados (dia 0 =100 %). 
Os valores são médias±EPM. A análise estatística foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da 
transformação em percentuais. As diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*) para as 
atividades e peso do fígado (vermelho) ou cruz (+) para o peso do baço (azul). Os valores (100 %) dos controles 
foram: peso do fígado = 0,99±0,02 g; peso do baço = 0,08±0,04 g; COH = 193,86±27,01 umbeliferona/mg 
ptn/min;  EROD = 94,73±40,98 pmol resorufina/mg ptn/min; BROD= 74,62±21,17 pmol resorufina/mg ptn/min.  
L5:  LPS 5 mg/kg peso i.p., 6 horas antes. 
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A concentração de óxido nítrico (NO) permaneceu inalterada no soro dos 

camundongos infectados com P. berghei (ANKA), não diferindo dos níveis de NO registrados 

nos animais controles não infectados (35,37±2,76 µM) durante a evolução da doença, (i.e., 

nos dias 4, 8, 12, 16 e 20 pós-infecção). Esta ausência de efeito da malária sobre os níveis 

séricos de NO contrasta com a acentuada elevação produzida pela injeção de LPS (5 mg/kg 

i.p., 6 horas antes) em camundongos DBA-2 não-infectados (Figura 4.17). 

Tal como havia sido observado na etapa anterior deste trabalho, o P. berghei ANKA 

causou, quando a infecção atingiu alta morbidade e níveis elevados de parasitemia (maior que 

20% HP), depressão das atividades catalíticas de CYP1A (EROD) e 2B9/10 (BROD) que 

contrasta com a indução de CYP2A5 (COH) no fígado dos camundongos DBA-2 (Figura 

4.17).  Nesta etapa, foi possível verificar que a depressão da atividade de CYP1A e a indução 

de CYP2A5 só aparecem no estágio avançado de evolução da malária, (i.e., a partir do dia 16 

após a infecção), quando a parasitemia é superior a 25% HP e hepatomegalia e acentuada 

esplenomegalia estão presentes. A supressão da atividade de CYP2B9/10, entretanto, foi 

progressiva ao longo da infecção e detectada mais precocemente, no dia 8 pós-infecção, 

quando a taxa de parasitemia ainda não era muito alta (i.e., aproximadamente 12% HP), não 

havia aumento visível do fígado e a esplenomegalia era apenas moderada (Figura 4.17).  

O LPS de E. coli administrado por via i.p. na dose de 5 mg/kg causou, seis horas após 

a injeção, redução das atividades de CYP1A (EROD) e 2B9/10 (BROD), comparável à 

produzida pelo P. berghei ANKA no dia 20 pós-infecção mas, ao contrário do parasito, a 

endotoxina não alterou a atividade de CYP2A5 (COH) (Figura 4.17).  

 
4.3.2 – Alterações das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolução da infecção 

letal (P. berghei ANKA) em camundongos C57BL/6  

Nos camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA, a parasitemia já havia 

atingido 9,25% HP no dia 2, caiu para 5,5% HP no dia 4, retornou a 9,38% HP no dia 6 e 

manteve-se em 14,11 e 13,9% HP nos dias 8 e 10 pós-infecção (Figura 4.18). Os 

camundongos infectados permaneceram praticamente assintomáticos até o dia 8 pós-infecção, 

quando começaram a apresentar sintomas compatíveis com comprometimento neurológico 

(malária cerebral) tais como hipoatividade, ataxia e roll over. Nos dias 9 e 10 houve 

acentuada mortalidade entre os animais infectados de modo que, de um grupo de sete 

camundongos que haviam sido destinados a avaliação no dia 10 pós-infecção, apenas três 

sobreviveram (42,9%) até o dia  programado para a morte dos animais.  Neste experimento, 

nenhum camundongo infectado com P. berghei sobreviveu além do dia 10 pós-infecção, não 

sendo possível, portanto, realizar as avaliações programadas para datas posteriores. Não 
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ocorreram, por outro lado, mortes não programadas entre os controles não-infectados. As 

concentrações de nitrito/nitrato sérico (NO) nos camundongos infectados não diferiram das 

registradas nos controles não infectados (37,97±2,4 mM, média±EPM) durante a evolução da 

infecção (dias 2, 4, 6, 8 e 10 pós-infecção), embora um grupo de camundongos não infectados 

tratados com LPS (5 mg/kg i.p., 6 h pós-tratamento) tenha apresentado, como esperado, 

acentuada elevação do NO sérico (Figura 4.18). O peso do fígado dos camundongos 

infectados com P. berghei não diferiu daquele dos controles não-infectados nos dias 2, 4, 6, 8 

e 10 pós-infecção. O peso do baço, entretanto, aumentou nos animais infectados em relação 

ao peso do órgão nos controles não-infectados (90±10 mg = 100 %), a partir do dia 6 (130±5 

mg), mantendo-se entre 170±7 mg e 140±30 mg, entre os dias 8 e 10 pós-infecção, 

respectivamente (Figura 4.18). 

Neste experimento, em que a infecção dos camundongos C57BL/6 com P. berghei 

ANKA evoluiu a curto prazo (oito a dez dias), predominantemente para um quadro de malária 

cerebral com desfecho letal, não observamos alterações das atividades catalíticas de CYP1A 

(EROD) e 2B (BROD) em relação às atividades registradas em microssomos hepáticos de 

controles não-infectados (Figura 4.18). As médias das atividades de CYP2A5 (COH) nos 

camundongos infectados foram, aparentemente, mais elevadas do que as registradas nos 

controles não infectados, particularmente nos dias 8 e 10 pós-infecção, mas possivelmente em 

decorrência da grande dispersão (DP) dos valores individuais em torno da média e do 

tamanho da amostra, a análise estatística não detectou diferenças entre os grupos (ANOVA, p 

> 0,05) (Figura 4.18).  Digno de nota também é o fato do tratamento com LPS (5 mg/kg i.p.) 

ter elevado os níveis de NO, mas não ter alterado significativamente as atividades catalíticas 

de CYP1A (EROD), 2B (BROD) e 2A5 (COH), seis horas após o tratamento.  É possível que 

no C57BL/6, a depressão de CYP1A e 2B por esta dose de LPS possa ocorrer em um 

momento mais tarde, diferente do que notamos no DBA-2. 

    A evolução clínica da infecção dos camundongos C57BL/6 com P. berghei ANKA 

nesta etapa diferiu daquela observada na primeira etapa deste trabalho. Embora na etapa 

anterior tivessemos notado alguns animais com sintomas neurológicos sugestivos de malária 

cerebral, que evoluíam a curto prazo para a morte sem atingir parasitemias muito elevadas, a 

maior parte dos camundongos infectados progrediu para quadros com elevada parasitemia, 

piloereção e taquipnéia acentuadas. Na primeira etapa, a infecção evoluiu por mais tempo 

antes dos camundongos serem mortos (dia 12 ou posterior), ocasião em que exibiam também 

hepato e esplenomegalias bem mais acentuadas.  Não é claro que fatores determinaram essa 

diferença entre os experimentos quanto à proporção de camundongos infectados que 

evoluíram para um quadro de malária cerebral (mesmo inóculo, parasita e hospedeiro). De 
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qualquer modo, o fato de não termos reproduzido no segundo experimento a depressão de 

CYP1A e 2B e indução de CYP2A5 observadas nos C57BL/6 no primeiro experimento, 

provavelmente ocorreu devido às diferenças entre experimentos em termos de evolução 

clínica da infecção. 

    

 4.3.3 - Alterações das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolução da infecção 

não letal (P. chabaudi chabaudi) em camundongos C57BL/6 

 Para investigar a modulação das atividades de CYP em modelo murino de malária 

não-letal (infecção com Plasmodium chabaudi chabaudi), realizamos um experimento 

preliminar em que acompanhamos a evolução da parasitemia no camundongo C57BL/6 após 

a injeção de 2x107 HP por via intraperitoneal (Figura 4.19, gráfico superior).  

  Neste experimento, a taxa de parasitemia foi 2,9% HP vinte e quatro horas após a 

inoculação, aumentando gradualmente a partir de então até alcançar o máximo de 38,4% HP 

(pico de parasitemia) no dia 5 pós-infecção. No dia 9 pós-infecção, as taxas em queda 

chegaram a 5,33% HP, permanecendo em níveis semelhantes até o dia 19 pós-infecção, 

quando a taxa de parasitemia atingiu níveis inferiores a 1%.    

A partir do curso temporal da parasitemia determinado neste experimento preliminar, 

definimos que as avaliações das atividades das CYPs hepáticas seriam realizadas no início da 

infecção (dia 2), no dia do pico da parasitemia (dia 5) e próximo a ele (dia 6), no período de 

recuperação pós-pico quando a parasitemia retornou a níveis baixos (dias 10 e 14) e, por 

último, quando a infecção evoluía francamente para a cura com parasitemia inferior a 1% (dia 

19 pós-infecção). 

No experimento subsequente, em que avaliamos o efeito da infecção não letal (P. 

chabaudi) sobre a atividade de CYPs hepáticos, a evolução temporal da parasitemia seguiu o 

mesmo padrão registrado no experimento preliminar, mas no dia do pico (dia 5 pós-infecção), 

as taxas de parasitemia atingiram 50% HP (Figura 4.20). 

Até o dia 5 pós-infecção, os camundongos C57BL/6 estavam praticamente 

assintomáticos e na necrópsia (dia 2), figados e baços apresentavam tamanho e aspecto 

normais. Nos dias de parasitemia máxima - dias 5 e 6 - notamos piloereção moderada e 

discreta hipoatividade. Esses sinais clínicos, menos intensos e frequentes do que os aparentes 

na infecção com P. berghei, foram os únicos notados nos camundongos infectados com P. 

chabaudi e, praticamente, desapareceram no período de recuperação que se seguiu ao dia do 

pico de parasitemia. No dia 5, o peso e o aspecto do fígado permaneciam inalterados, mas o 

peso do baço estava aumentado.  A partir do dia 6 pós-infecção, o peso do fígado dos 

infectados não diferia do peso dos controles, mas o baço estava aumentado e nos infectados, 
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os dois órgãos tornaram-se mais escuros, adquirindo tonalidade parda. A partir do dia 10,  

fígados e  baços dos camundongos infectados adquiriram cor negra.  
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Figura 4.18 – Evolução clínica e alterações das atividades de CYP2A5 (COH), 1A1/2 (EROD) e 2B9/10 
(BROD) em microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas) infectados com P. berghei ANKA. Os 
painéis mostram as alterações, a partir do dia da infecção (dia 0, 106HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia 
(%HP), do peso do fígado e baço (%), da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-
hidroxilase (COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos órgãos e as 
atividades enzimáticas estão representados como % do valor médio dos controles não infectados (dia 0 =100%). 
Os valores são médias±EPM. A análise estatística foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da 
transformação em percentuais. As diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*) para as 
atividades e peso do fígado (verde) ou cruz (+) para o peso do baço (roxo). Os valores (100%) dos controles 
foram: peso do fígado = 0,99±0,05 g; peso do baço = 0,09±0,01 g; COH = 9,81±2,48  umbeliferona/mg ptn/min;  
EROD =103,14±33,49 pmol resorufina/mg ptn/min; BROD= 87,29±12,3 pmol resorufina/mg ptn/min.  L5:  LPS 
5 mg/kg peso i.p., 6 horas antes. 
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A hepatomegalia (aumento de 1,6 vezes em relação aos controles) foi detectada apenas 

nos dias 14 e 19 pós-infecção. A esplenomegalia, detectada inicialmente no dia 5 (aumento de 

3,7 vezes em relação aos controles), acentuou-se progressivamente no período pós-pico de 

parasitemia, de tal forma que no dia 19 pós-infecção, os baços dos infectados pesavam 13,5 

vezes mais do que os baços dos controles não-infectados (Figura 4.20). Como esperado, não 

foram observadas mortes (não programadas) entre camundongos infectados e respectivos 

controles não-infectados.   

A infecção elevou apenas discretamente (menos que 1,5 vezes) os níveis séricos de 

óxido nítrico (NO) no dia de pico (dia 5 pós-infecção) da parasitemia (i.e., 68,65±6,56 µM 

nos infectados contra 51,12±2,36 µM nos controles não-infectados). Não houve quaquer outra 

alteração dos níveis séricos de NO nos camundongos C57BL/6 durante a evolução da 

infecção com P. chabaudi (Figura 4.20). Digno de registro, entretanto, foi o fato do soro dos 

infectados nos dias de parasitemia mais elevada (dias 5 e 6 pós-infecção) apresentar cor 

fortemente avermelhada, indicando a ocorrência de hemólise. Por outro lado, o soro dos 

camundongos controles, assim como o dos infectados em todos os outros dias, pré- e pós-pico 

de parasitemia, foi consistentemente límpido. Assim, a hemólise neste dia específico, 

provavelmente foi devida à evolução da infecção com P. chabaudi e não ao procedimento de 

coleta e manipulação do sangue dos camundongos.  

  Nos camundongos C57BL/6 infectados com P. chabaudi, a atividade catalítica da 

CYP1A (EROD) hepática foi deprimida em relação à atividade registrada nos respectivos 

controles não infectados (dia 0) nos dias 2, 5 e 6 (44%, efeito mais intenso) pós-infecção, 

enquanto a atividade de CYP2B9/10 (BROD) foi reduzida (20%) apenas no dia do pico de 

parasitemia (dia 5) (Figura 4.20). A atividade catalítica de CYP2A5 (COH), por outro lado, 

permaneceu inalterada, não diferindo da atividade dos controles não infectados em nenhum 

momento da evolução da malária não letal em fêmeas C57BL/6 (Figura 4.20).  

 

4.3.4 – Alterações das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolução da infecção 

não letal (P. chabaudi chabaudi) em camundongos DBA-2  

Antes de investigar a modulação de CYP durante a evolução da malária murina não 

letal em camundongos DBA-2 determinamos, em ensaio preliminar, a evolução temporal da 

parasitemia em camundongos fêmeas desta linhagem infectados com P. chabaudi chabaudi 

(inóculo = 2x107 HP i.p.). Como pode ser visto na Figura 4.19, a evolução temporal da 

parasitemia foi semelhante à observada na infecção da linhagem C57BL/6 com o P. chabaudi 

(taxa máxima de parasitemia no dia 5), exceto pelo fato dos DBA-2 exibirem um segundo 

pico de parasitemia, de menor amplitude, nos dias 14-15 pós-infecção (Figura 4.19). A partir 
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dessa observação preliminar, escolhemos os dias 2 (pré-pico), 5 e 6 (pico de parasitemia), 10 

(“vale”, ou dia de parasitemia baixa pós-pico principal), 14 (pico secundário de menor 

amplitude) e 19 pós-infecção (recuperação após o segundo pico) para analisar as alterações de 

atividade de CYP durante a malária não letal em camundongos DBA-2. 

No experimento principal, o curso temporal das alterações da taxa de parasitemia dos 

camundongos DBA-2 infectados reproduziu, essencialmente, o que havia sido observado no 

ensaio preliminar (i.e., o pico da parasitemia ocorreu no dia 5, 38,6% HP, caindo para 21,44% 

HP no dia 6 e 1,98% HP no dia 10, subindo novamente para 20,56% HP - segundo pico - no 

dia 14 e declinando para taxas inferiores a 1% no dia 19 pós-infecção (Figura 4.21).     

Sinais clínicos de infecção (piloereção moderada e hipoatividade discreta) apareceram 

apenas nos dois dias de parasitemia mais elevada (dias 5 e 6 pós-infecção), evoluindo a 

infecção praticamente de forma assintomática fora deste curto intervalo. O aspecto do fígado 

e do baço examinados na necrópsia não diferiu entre infectados e controles não-infectados até 

o dia 6 pós-infecção.  No dia 10 pós-infecção, entretanto, os dois órgãos exibiam cor negra e 

assim permaneceram até o último dia (dia 19) pós-infecção em que foram examinados. O peso 

do fígado estava aumentado no dia 10 pós-infecção (120%), e assim manteve-se nos dias 

subsequentes (14 e 19). A esplenomegalia, por outro lado, foi constatada no dia 5 (300%), 

progredindo a partir de então, a ponto do peso do baço atingir aproximadamente 600% do 

peso do órgão dos controles não infectados (=100%) entre os dias 10 e 19 pós-infecção 

(Figura 4.21). 

No dia 6 pós-infecção, as concentrações de nitrito sérico (NO) dos camundongos 

infectados (65,41±6,39 µM) estava discretamente aumentada (1,5 vezes) em relação aos 

níveis registrados nos respectivos controles (42,25±1,7 µM). Este foi, todavia, o único 

momento da evolução da infecção com P. chabaudi em que os níveis de NO no soro 

sanguíneo diferiram entre camundongos controles e infectados (Figura 4.21). Da mesma 

forma que ocorreu com os camundongos C57BL/6, o soro dos camundongos DBA-2 exibia 

cor fortemente avermelhada nos dias 5 e 6 pós-infecção, sugerindo a ocorrência de hemólise. 

O soro dos controles não infectados e os soros dos animais infectados obtidos antes e depois 

deste curto intervalo estavam consistentemente límpidos. Não ocorreram mortes não 

programadas de camundongos controles ou infectados confirmando que, como esperado, a 

infecção com P. chabaudi não foi letal.  

Em contraste com o que havíamos observado com os camundongos C57BL/6, as 

atividades catalíticas de CYP1A (EROD) e 2B9/10 (BROD) permaneceram inalteradas no 

fígado durante toda a evolução clínica da infecção não letal (P. chabaudi) nos DBA-2 (Figura 

4.21). A atividade catalítica de CYP2A5 (COH) dos DBA-2, entretanto, estava claramente 
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induzida (80%) no dia da parasitemia máxima (dia 5 pós-infecção) neste modelo de malária 

não letal (COH, controles versus infectados, 149,43±8 vs 273,58±30,30 pmoles 

umbeliferona/mg proteína/minuto) (Figura 4.21).  
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Figura 4.19 – Evolução da parasitemia em fêmeas C57BL/6 (histograma superior) e DBA-2 (inferior) após 
infecção com Plasmodium chabaudi (inóculo = 2 x 107 HP i.p., dia 0).  As alturas das barras representam o valor 
médio±EPM. Parasitemia: % de hemácias parasitadas (HP). 
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Figura 4.20 – Evolução clínica e alterações das atividades de CYP2A5 (COH), 1A1/2 (EROD) e 2B9/10 
(BROD) em microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas) infectados com P. chabaudi. Os painéis 
mostram as alterações, a partir do dia da infecção (dia 0, 107HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia (%HP), do 
peso do fígado e baço (%), da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase 
(COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos órgãos e as atividades 
enzimáticas estão representados como % do valor médio dos controles não infectados (dia 0 =100%). Os valores 
são médias ± EPM. A análise estatística foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformação em 
percentuais. As diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*) para as atividades e peso 
do fígado (verde) ou cruz (+) para o peso do baço (rosa). Os valores (100%) dos controles foram: peso do fígado 
= 0,83±0,02 g; peso do baço = 0,06±0,003 g; COH = 16,49±1,17 umbeliferona/mg ptn/min;  EROD = 
182,42±5,76 pmol resorufina/mg ptn/min; BROD= 121,24±6 pmol resorufina/mg ptn/min.   
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Figura 4.21 – Evolução clínica e alterações das atividades de CYP2A5 (COH), 1A1/2 (EROD) e 2B9/10 
(BROD) em microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas) infectados com P. chabaudi. Os painéis 
mostram as alterações, a partir do dia da infecção (dia 0, 107HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia (%HP), do 
peso do fígado e baço (%), da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase 
(COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos órgãos e as atividades 
enzimáticas estão representados como % do valor médio dos controles não infectados (dia 0 =100%). Os valores 
são médias ± EPM. A análise estatística foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformação em 
percentuais. As diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*) para as atividades e peso 
do fígado (laranja) ou cruz (+) para o peso do baço (cinza). Os valores (100%) dos controles foram: peso do 
fígado = 1,08±0,01 g; peso do baço = 0,11±0,005 g; COH = 149,43±8 umbeliferona/mg ptn/min; EROD = 
130,78±6,7 pmol resorufina/mg ptn/min; BROD= 73,7±3,1 pmol resorufina/mg ptn/min.  
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4.4. – Elevação dos níveis de óxido nítrico e alterações da atividade de citocromos P450 

das subfamílias 1A, 2A e 2B no fígado de camundongos DBA-2 tratados com LPS 

4.4.1– Curso temporal da elevação dos níveis de óxido nítrico no soro e das alterações de 

CYP1A1/2, 2A5 e 2B9/10 no fígado, após o tratamento com LPS 

 Na etapa anterior deste trabalho, não evidenciamos elevação dos níveis de óxido 

nítrico no soro de camundongos DBA-2 e C57BL/6 durante a evolução da malária letal (P. 

berghei ANKA). Naquela etapa verificamos também que, exceto por discreta elevação no dia 

do pico da parasitemia, a concentração sérica de óxido nítrico (NO) permaneceu praticamente 

inalterada durante a evolução da infecção não letal (P. chabaudi) nos dois hospedeiros. Esta 

aparente ausência de relação entre níveis de NO no soro e alterações de monooxigenases 

hepáticas nos modelos murinos de malária letal e não letal, nos motivou a investigar se em 

camundongos DBA-2, as elevações de NO e as modificações de atividade de CYP 

(CYP1A1/2, 2A5 e 2B9/10) produzidas pelo LPS estão associadas em termos de dose-

resposta e curso temporal.   

 Inicialmente, para avaliar a relação dose-efeito e o curso temporal, tratamos 

camundongos DBA-2 com uma única administração de LPS (2, 5 ou 20 mg/kg i.p.) e 

avaliamos a resposta em termos de alterações dos níveis séricos de NO e das atividades 

catalíticas de CYPs hepáticos, seis, doze e vinte-e-quatro horas após o tratamento.   

 Como esperado, a injeção de LPS elevou os níveis de nitrito (NO) no soro e deprimiu 

as atividades de isoformas CYP no fígado (Figuras 4.22, 4.23 e 4.24).  As três doses de 

endotoxina (2, 5 e 20 mg/kg) aumentaram as concentrações de NO sérico 6 e 12 horas após o 

tratamento. Vinte e quatro horas após a injeção de LPS, os níveis de NO permaneceram 

aumentados apenas com a maior dose utilizada (20 mg/kg), já tendo retornado aos valores 

basais com as duas menores doses, 2 e 5 mg/kg.  Os aumentos foram de aproximadamente 

quatro a sete vezes seis horas após a injeção, de cinco (2 mg/kg) a onze (5 e 20 mg/kg) vezes 

doze horas após, e seis vezes (20 mg/kg) vinte e quatro horas após o tratamento, já tendo 

retornado aos níveis basais após o maior intervalo de tempo com as menores doses (ANOVA 

e teste de comparação das médias de Dunnett, p < 0,05).   

   O LPS nas três doses administradas e nos três intervalos de tempo pós-injeção 

analisados (6, 12 e 24 horas) deprimiu, consistentemente (30 a 40%), a atividade catalítica de 

CYP1A1/2 (EROD) no fígado dos camundongos DBA-2.  A atividade de CYP2B9/10 

(BROD) também foi deprimida (aproximadamente 30%) pela menor dose de LPS (2 mg/kg), 

6 e 12 horas após o tratamento, mas não diferiu da atividade dos controles 24 horas após a 

injeção. A dose intermediária de LPS (5 mg/kg) reduziu (cerca de 30%) a atividade de 

CYP2B9/10 (BROD) nos três intervalos pós-administração analisados (6, 12 e 24 horas), 
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enquanto entre os camundongos que receberam a maior dose (20 mg/kg), a diminuição de 

BROD (30 %) em relação aos controles foi detectada, estatisticamente, apenas 12 e 24 horas 

após o tratamento.     

Em contraste com o que foi observado para as atividades de CYP1A1/2 e 2B9/10, o 

tratamento com as duas maiores doses de LPS (5 e 20 mg/kg) não alterou a atividade 

catalítica de CYP2A5 em nenhum dos três intervalos de tempo pós-administração analisados 

(Figuras 4.22, 4.23 e 4.24). Na menor dose (2 mg/kg), entretanto, o LPS causou acentuada 

(65%) diminuição da atividade de CYP2A5 (COH) 6 horas após o tratamento  (COH: controle 

x LPS, média±EPM: 216,72±23,8 x 75,89±13,47 pmoles de umbeliferona/mg 

proteína/minuto). Depressão marcante de CYP2A5 (66%; COH, controle x LPS, 216,72±23,8 

x 68,91±12,54 pmoles umbeliferona/mg proteína/minuto) foi observada também 24 horas 

após o tratamento com a dose mais baixa de LPS (2 mg/kg) (Figura 4.24).  

 Como tem sido descrito que há uma flutuação circadiana das atividades catalíticas de 

CYP2A5, é importante mencionar os horários de tratamento e morte dos animais. No caso do 

intervalo mais curto (6 horas), o tratamento foi realizado pela manhã e, portanto, os animais 

foram mortos à tarde do mesmo dia, enquanto no caso do intervalo de 12 horas, os 

camundongos foram tratados no início da noite e mortos na manhã do dia seguinte. O 

intervalo de 24 horas foi entre tratamento e morte à tarde. Os controles foram mortos 

concomitantemente com os tratados com LPS a cada intervalo pós-administração; não foram 

observadas diferenças de atividade de COH entre os controles mortos pela manhã (12 horas, 

247,33±37,23 pmoles umbeliferona/mg proteína/minuto) e os mortos à tarde (6 e 24 horas, 

182,5±24,6 pmoles umbeliferona/mg proteína/minuto) (teste t de Student, p > 0,05).  

Analisados conjuntamente, esses resultados sugeriram que após o tratamento com 

LPS, a elevação dos níveis séricos de NO foi, via de regra, acompanhada por depressão das 

atividades catalíticas de CYP1A1/2 e 2B9/10 no fígado, embora 24 horas após a injeção da 

menor dose da endotoxina (2 mg/kg), a concentração de NO retornou ao nível basal, mas a 

atividade de CYP1A1/2 (EROD) permaneceu deprimida (Figura 4.24).  
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Figura 4.22 – Alterações da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase 
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos fígados dos camundongos DBA-2 
tratados com LPS nas doses de 2, 5 e 20 mg/kg peso e mortos 6 horas após a injeção.  Os valores são médias ± 
EPM. Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformação em percentuais. As 
diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*).  Os valores (100 %) dos controles foram: 
COH = 216,72±23,8 pmol umbeliferona/mg ptn/min; EROD = 76,63±4,72 pmol resorufina/mg ptn/min; BROD 
= 71,61±4,07 pmol resorufina/mg ptn/min.  
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Figura 4.23 – Alterações da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase 
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos fígados dos camundongos DBA-2 
tratados com LPS  nas doses de 2, 5 e 20 mg/kg peso e mortos 12 horas após a injeção.  Os valores são médias ± 
EPM.  Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformação em percentuais.  As 
diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*).  Os valores (100 %) dos controles foram: 
COH = 216,72±23,8 pmol umbeliferona/mg ptn/min; EROD = 76,63±4,72 pmol resorufina/mg ptn/min; BROD 
= 71,61±4,07 pmol resorufina/mg ptn/min.  
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Figura 4.24 – Alterações da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase 
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos fígados dos camundongos DBA-2 
tratados com LPS  nas doses de 2, 5 e 20 mg/kg peso e mortos 24 horas após a injeção.  Os valores são médias ± 
EPM.  Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformação em percentuais.  As 
diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*).  Os valores (100 %) dos controles foram: 
COH = 216,72±23,8 pmol umbeliferona/mg ptn/min; EROD = 76,63±4,72 pmol resorufina/mg ptn/min; BROD 
= 71,61±4,07 pmol resorufina/mg ptn/min.  
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É interessante notar que a magnitude do efeito depressor sobre as atividades de 

CYP1A1/2 e 2B9/10 foi semelhante, independente da dose de LPS administrada, diferindo a 

resposta entre doses em termos da duração, mas não da intensidade do efeito (e.g., na menor 

dose, mas não nas demais, a redução de BROD desapareceu 24 horas após o tratamento) 

(Figura 4.24). A clara depressão da atividade catalítica de CYP2A5 (COH) na menor dose de 

LPS testada (2 mg/kg, 6 e 24 horas), mas não nas duas doses mais elevadas (5 e 20 mg/kg), 

sugeriu que poderia estar ocorrendo neste caso uma relação dose resposta não linear e não 

monotônica (i.e., curva dose-efeito em U). 

Para examinar melhor essas relações dose-resposta, decidimos expandir o intervalo de 

doses de LPS testadas (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 e 10,0 mg/kg i.p.), determinando as atividades 

catalíticas de CYP1A1/2 (EROD), 2B9/10 (BROD) e 2A5 (COH) no fígado dos 

camundongos (DBA-2) 24 horas após o tratamento (Figura 4.25).  Neste caso, como no 

experimento anterior, o tratamento e a morte ocorreram no período da tarde. 

  As doses de LPS de 0,05 até 5,0 mg/kg (inclusive) não aumentaram o nível de NO 

sérico neste intervalo de tempo pós-administração, mas as doses mais elevadas (10,0 e 20,0 

mg/kg) provocaram aumento acentuado dos níveis de nitrito (e.g., controles x LPS 10 mg/kg: 

27,39±2,21 x 153,95±43,66 µM; ou 5,6 vezes). (Figura 4.25). 

De forma surpreendente, observamos uma clara depressão da atividade catalítica de 

CYP2A5 (COH) entre os camundongos tratados com a menor dose de LPS testada (0,05 

mg/kg). Todas as doses subseqüentes de LPS, numa escala crescente de doses até 2,0 mg/kg, 

inclusive, causaram acentuada depressão de CYP2A5 (COH). A atividade de CYP2A5 (COH) 

no fígado dos camundongos tratados com as três maiores doses de LPS (5, 10 e 20 mg/kg), 

entretanto, não diferiu da atividade registrada nos respectivos controles. Estes resultados são 

consistentes com o que havíamos notado no experimento anterior e parecem confirmar a 

nossa suspeita de que a relação dose-resposta nesse caso não é monotônica, assumindo a 

curva dose-efeito a forma de um “U” (Figura 4.25).  

   É interessante ressaltar ainda que, neste amplo intervalo de doses baixas, que vão de 

0,05 até 1,0 mg/kg, o tratamento com LPS deprimiu a atividade de CYP2A5 (COH), mas não 

elevou os níveis de NO, nem alterou as atividades de CYP1A1/2 e 2B9/10 (EROD e BROD), 

que foram reduzidas em doses mais elevadas (Figura 4.25). Esse resultado (efeito de doses 

baixas) sugere que a regulação negativa da atividade de CYP2A5 é altamente sensível à 

endotoxina. O tipo de relação dose-resposta observado – depressão em doses baixas e 

recuperação em doses mais altas, ou curva em “U” - também revela a complexidade da 

regulação de CYP2A5 por estímulos inflamatórios. A indução de CYP2A5 (murina) e 2A6 

(humana) no fígado tem sido descrita em processos inflamatórios – com substancial dano aos 
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hepatócitos - resultantes de infecções, como as causadas pelos trematódeos F. hepatica e O. 

viverrini (Galtier et al., 1987; Biro-Sauver et al., 1994; Sommerville et al., 1995; Topfer et 

al., 1995; Satarug et al., 1996), malária (De-Oliveira et al., 2006) e hepatites virais e 

bacterianas (Chomarat et al., 1997; Sipowicz et al., 1997).  Em outros processos 

inflamatórios, com menor intensidade de dano aos hepatócitos, como o que ocorre na 

esquistossomose crônica em camundongos, foi relatado que há uma depressão da atividade 

catalítica (COH) de CYP2A5 no fígado (Conte et al., 2007).  Os relatos de efeitos do LPS 

sobre a atividade de CYP2A5 encontrados na literatura são até certo ponto conflitantes 

(ausência de efeito, depressão e indução) (Gilmore et al., 2003; Abu-Bakar et al., 2005) mas, 

ao que sabemos, nenhum autor examinou – como fizemos -  os efeitos de uma ampla gama de 

doses de LPS e, principalmente, de doses baixas de endotoxina em camundongos que 

expressam bem a enzima (e.g., DBA-2). É possível que, administrando doses de LPS ainda 

mais altas do que a máxima testada neste trabalho (20 mg/kg), nos deparássemos com um 

quadro sintomático semelhante a sepses, envolvendo comprometimento de múltiplos órgãos 

(inclusive o fígado), e tivessemos então uma clara indução da CYP2A5 (COH) hepática em 

DBA-2.  Se isto de fato ocorre, então as relações entre dose do LPS e efeito sobre a atividade 

de CYP2A5 seriam descritas, num intervalo ainda mais amplo de doses, por curva do tipo “J” 

(com inversão do sentido do efeito) e não por uma do tipo “U” (com reversão, mas não 

inversão) como vimos.    
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Figura 4.25 – Alterações da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase 
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos fígados dos camundongos DBA-2 
tratados com LPS nas doses de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10 e 20 mg/kg peso e mortos 24 horas após a injeção.  
Os valores são médias±EPM.  Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da 
transformação em percentuais.  As diferenças dos controles (p<0,05) são assinaladas por um asterisco (*).  Os 
valores (100 %) dos controles foram: COH = 201,44±21,02 pmol umbeliferona/mg ptn/min; EROD = 89,8±7,22 
pmol resorufina/mg ptn/ min; BROD = 73,67±3,66 pmol resorufina/mg ptn/min. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 106 

4.4.2 – Indução da NOS2 (mRNA) em fígado, baço e cérebro de camundongos DBA-2 

infectados com P. berghei (ANKA) e tratados com LPS 

 Como anteriormente relatado neste trabalho, não detectamos qualquer alteração dos 

níveis de óxido nítrico (NO) no soro sanguíneo, ao longo da evolução da infecção de 

camundongos C57BL/6 e DBA-2 com P. berghei ANKA.  Apesar de não mostrarem 

alterações dos níveis séricos basais de NO, os camundongos exibiram nos estágios mais 

avançados da infecção com este parasito, depressão das atividades catalíticas de isoformas das 

subfamílias CYP1A e 2B e indução de CYP2A5 no fígado. À primeira vista, essa observação 

poderia sugerir que a elevação dos níveis de NO não é essencial para as alterações, 

particularmente para a depressão das atividades de CYP que ocorrem na malária. Entretanto, 

existe a possibilidade da infecção malárica causar uma elevação – via indução da NOS2 - dos 

níveis de NO localmente no órgão alvo em que as atividades das CYPs foram medidas (i.e., 

no fígado) sem alterar os níveis no soro sanguíneo. Isto poderia ocorrer, por exemplo, em 

virtude do sequestro do NO pela hemoglobina e outras hemeproteínas presentes no sangue, tal 

como sugerido por Sobolewsky et al. (2005). 

 Como é difícil medir diretamente os níveis de NO ou a atividade de NOS2 no tecido 

hepático, decidimos verificar se a NOS2 está induzida neste órgão, quantificando o mRNA 

por RT-PCR quantitativo. Se não houvesse evidência de indução da NOS2, poderíamos então 

excluir a possibilidade de que o NO fosse essencial para as alterações de CYP observadas.   

  As determinações foram feitas em camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados com P. 

berghei (ANKA) mortos quando a parasitemia atingiu taxas superiores a 40% HP e 

respectivos controles não infectados. Incluímos também um grupo de camundongos tratados 

com uma injeção única de LPS (5 mg/kg i.p.) mortos 12 horas após o tratamento e respectivos 

controles não tratados. Complementarmente, analisamos também a indução de NOS2 no baço 

e no cérebro dos camundongos.  

   Os níveis relativos de mRNA de NOS2 representados nas figuras dizem respeito aos 

valores obtidos para os controles e infectados normatizados para o menor valor do controle 

não infectado. Como a expressão constitutiva da enzima (NOS2) é muito baixa, é esperado 

que os níveis em controles não infectados sejam também muito baixos (i.e., biologicamente 

insignificantes). Nessas condições, a hipótese testada é tipicamente unidirecional: Hipótese 

alternativa: o tratamento (infecção ou LPS) induziu a NOS2 (aumenta o mRNA) versus 

Hipótese de nulidade: o tratamento não induziu a NOS2. Em todos os casos, portanto, as 

hipóteses foram testadas pelo teste U de Mann-Whitney, p<0,05, unidirecional. 

 Os resultados apresentados nas Figuras 4.26 A e 4.27 A indicam, claramente, que a 

NOS2 foi induzida no fígado de camundongos C57BL/6 e DBA-2 infectados com P. berghei.  
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Digno de nota é o fato da magnitude da indução da NOS2 no fígado ter sido muito mais 

pronunciada entre os DBA-2 do que entre os C57BL/6.  A NOS2 também estava induzida no 

baço dos camundongos infectados das duas linhagens (Figuras 4.26 B e 4.27 B). No cérebro, a 

expressão de NOS2 foi muito baixa e não foi induzida pela infecção em nenhuma das duas 

linhagens murinas (Figuras 4.26 C e 4.27 C). 

 O tratamento com LPS também induziu a NOS2 no fígado de DBA-2 (única linhagem 

tratada com a endotoxina), mas nesse caso não foi possível detectar o aumento dos níveis 

relativos de mRNA no baço. Como a avaliação foi feita 12 horas após o tratamento com LPS 

5 mg/kg, é possível que a indução do mRNA já tivesse declinado a ponto de não ser detectada 

no baço.  Tal como observada com a infecção, não foi possível evidenciar indução de NOS2 

pelo LPS no cérebro dos camundongos (Figura 4.28 A, B e C). 

  Esses resultados indicam que, a despeito da ausência de alterações dos níveis séricos 

de NO, a infecção com P. berghei (ANKA) induziu a NOS2 no fígado e no baço.  Não é 

possível, portanto, descartar a possibilidade de ter ocorrido também uma elevação local dos 

níveis de NO no tecido hepático. Em decorrência deste fato, não é possível também excluir a 

possibilidade de que a elevação do NO contribua de alguma forma para as alterações de 

atividade de CYP observadas na malária causada pelo P. berghei. 
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Figura 4.26 – Indução do mRNA de  NOS2 nos fígados (A), baços (B) e cérebros (C) de DBA-2 infectados com 
P. berghei (quadriculado branco e negro) e no controle (pontilhado).  Os valores são médias±EPM.  Os dados 
foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney.  As diferenças dos controles são assinaladas por um asterisco 
(*) (p < 0,05).   
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Figura 4.27 – Indução do mRNA de NOS2 nos fígados (A), baços (B) e cérebros (C) de C57BL/6 infectados 
com P. berghei (quadriculado branco e negro) e no controle (pontilhado).  Os valores são médias±EPM.  Os 
dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney.  As diferenças dos controles são assinaladas por um 
asterisco (*) (p < 0,05).   
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Figura 4.28 – Indução do mRNA de NOS2 nos fígados (A), baços (B) e cérebros (C) de  DBA-2 tratados com 
LPS 5 mg/kg (quadriculado) mortas 12 horas após o tratamento e no controle (pontilhado).  Os valores são 
médias±EPM.  Os dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney. As diferenças dos controles são 
assinaladas por um asterisco (*) (p < 0,05).  
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4.4.3 – Efeitos do bloqueio da NOS2 sobre as alterações de atividade de CYP1A1/2, 2A5 

e 2B9/10 induzidas pelo LPS 

Para investigar se a elevação da concentração de NO estava associada à depressão das 

atividades de CYP1A (EROD) e CYP2B (BROD), ambas desencadeadas pela administração 

do LPS, decidimos bloquear farmacologicamente a produção de NO pela NO-sintase 

induzível (NOS2, ou iNOS), enzima que é induzida pelo tratamento com a endotoxina.  

Neste experimento utilizamos a aminoguanidina (AG) para inibir a produção de NO 

pela NOS2 (iNOS) e examinamos os níveis séricos de NO e as atividades de EROD, BROD e 

COH, 12 horas após a administração de  LPS (5 mg/kg i.p.). Para analisar se o bloqueio da 

NOS2 modifica a modulação da atividade das CYPs hepáticas pela endotoxina, uma única 

dose de AG (50 e 100 mg/kg) foi injetada por via i.p. 30 minutos antes do tratamento com 

LPS (5 mg/kg i.p.) sendo os animais mortos 12 horas depois (período da manhã). Um grupo 

de camundongos foi tratado apenas com PBS (controle), enquanto um outro grupo recebeu 

apenas a injeção de LPS. Investigamos também, em dois grupos adicionais, se a AG per se, 

nessas doses e condições de tratamento, alteraria a atividade das CYP estudadas. Os 

resultados desse experimento são apresentados na Figura 4.29 e mostram que, como esperado, 

a AG bloqueou a elevação de NO sérico induzida pelo LPS, sendo esta inibição parcial na 

menor dose (50 mg/kg) e total na maior dose (100 mg/kg) empregada.  O tratamento com AG, 

nas duas doses testadas, não alterou a atividade catalítica de CYP2A5 (COH), mas deprimiu 

claramente a atividade de CYP1A1/2 (EROD). A atividade de CYP2B9/10, por outro lado, 

não foi alterada pela menor dose (50 mg/kg), mas foi inibida pela maior dose de AG (100 

mg/kg) (Figura 4.29). Como esperado, o LPS deprimiu a atividade de CYP1A1/2 (EROD), 

depressão esta que se manteve nos grupos que receberam AG (50 e 100 mg/kg) antes do 

tratamento com a endotoxina.  Entretanto, a AG per se nas duas doses testadas produziu 

inibição da atividade de CYP1A1/2 (EROD) de intensidade comparável à observada nos 

grupos tratados com LPS. Assim sendo, não é possível saber se, nesse caso, a elevação de NO 

está associada à depressão da atividade catalítica, porque a AG – por algum mecanismo ainda 

a esclarecer – inibiu a atividade de CYP1A1/2 (EROD). A atividade de CYP2B9/10 (BROD) 

também foi inibida pelo tratamento com LPS, inibição esta que se manteve em níveis 

equivalentes nos camundongos que receberam a maior dose de AG (100 mg/kg) 30 minutos 

antes da injeção de endotoxina. Esta dose de AG, todavia, também deprimiu a atividade de 

CYP2B9/10 em camundongos que não receberam LPS (Figura 4.29). A atividade de 

CYP2B9/10 nos camundongos que receberam a menor dose de AG (50 mg/kg), antes da 

injeção do LPS, não diferiu da atividade registrada nos controles, sugerindo que esta dose do 

bloqueador de NOS2 reverteu os efeitos depressores da endotoxina. É interessante notar que 
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esta dose de AG não afetou a atividade de BROD e causou um bloqueio apenas parcial da 

elevação de NO sérico. Esses resultados são consistentes com a hipótese de que a elevação do 

NO desempenha um papel chave na inibição da atividade e expressão de isoformas da 

subfamília 2B causada pelo LPS.  A hipótese de que o NO é o mediador da depressão 

generalizada de CYP produzida pelo tratamento com LPS tem sido sustentada por Khatsenko 

e outros autores (Khatsenko et al., 1993, 1997; Wink et al., 1993), mas é contestada por 

Edward Morgan e outros pesquisadores. Entretanto, mesmo afirmando que as depressões de 

CYP causadas pela endotoxina ocorrem, de um modo geral independentemente da elevação 

do NO, Morgan et al. (Sewer e Morgan, 1998; Ferrari et al., 2001) mencionam a regulação 

negativa da expressão e atividade de CYP2B pelo LPS como uma possível exceção a esta 

regra.  Os nossos resultados mostram que é difícil verificar essa hipótese empregando o 

bloqueio farmacológico da NOS2 pela AG, porque as doses desse fármaco que não deprimem 

CYP2B, coincidentemente, não bloqueiam totalmente a elevação do NO sérico.  Indícios de 

que outros bloqueadores menos seletivos de NOS2 (e.g., L-NAME) também inibem a 

atividade de isoformas CYP hepáticas em roedores tem dificultado a interpretação dos 

resultados de vários estudos anteriores publicados por Oleg Khatsenko e por outros autores 

sobre o papel do NO na modulação dessas enzimas pelo LPS ( Khatsenko et al., 1997). 

A AG per se nas duas doses testadas e o tratamento com o LPS isoladamente não 

afetaram a atividade de CYP2A5 (COH), o que contrasta vivamente com o que observamos 

em relação às atividades de CYP1A1/2 e 2B9/10. Entretanto, o tratamento dos camundongos 

com AG, e em seguida com LPS (AG+LPS), parece ter induzido (aproximadamente 1,7 

vezes) a atividade catalítica de CYP2A5 em relação aos níveis registrados nos controles, 

efeito este observado consistentemente com as duas doses do bloqueador de NOS2 (50 e 100 

mg/kg) (Figura 4.29).  Esse achado inesperado, assim como a grande sensibilidade da 

regulação negativa de CYP2A5 ao tratamento com LPS e a curva dose resposta não 

monotônica que havíamos constatado no experimento anterior, ilustram bem como é 

complexa a resposta desta isoforma aos estímulos inflamatórios.  

 Os valores numéricos relativos às Figuras 4.17 a 4.29 constam das Tabelas 4.1 a 4.46 

do ANEXO 1. 
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Figura 4.29 - Alterações da concentração sérica de nitrito (mM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase 
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos fígados dos camundongos DBA-2 
tratados com LPS na dose de 5 mg/kg (LPS), aminoguanidina (a) nas doses de 50 e 100 mg/kg, e 
aminoguanidina + LPS (aL) mortos 12 horas após a injeção i.p.  Os valores são médias±EPM. A análise 
estatística foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett (* # de 0, § # LPS, p < 0,05).   Os valores para o grupo 
controle foram: COH = 187,79±15,97 pmol umbeliferona/mg ptn/min; EROD = 160,15±9,54 pmol 
resorufina/mg ptn/min; BROD = 69,98±3,01 pmol resorufina/mg ptn/min. 
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5- DISCUSSÃO 
Os nossos resultados mostraram que a malária grave causada pela infecção com P. 

berghei modula a atividade das enzimas citocromo P450 da fase 1 do metabolismo no fígado, 

isto é, a infecção deprime as atividades de CYP1A e CYP2B e induz CYP2A5 e 2E1, mas não 

altera as enzimas da fase 2 (i.e., a UGT e as GST citosólica e microssomal).  Notamos 

também que a depressão de CYP1A e 2B no C57BL/6 e a indução de CYP2A5 no DBA-2 

ocorreu na malária não letal (P. c. chabaudi) no momento de parasitemia máxima. 

 

Depressão de CYP1A e 2B na malária 

A inibição da atividade catalítica de CYP1A1/2 que observamos no nosso estudo é 

consistente com o que outros autores descreveram anteriormente em ratos e camundongos 

infectados com P. berghei, determinando a atividade de monooxigenases hepáticas (inibição 

de EROD e da reação de hidroxilação do benzo[a]pireno), ou analisando in vivo a cinética de 

probe drugs para CYP1A1/2 (Kokwaro et al., 1993a; Kokwaro et al., 1993b). Neste trabalho, 

verificamos também que a infecção diminuiu os níveis da apoproteína CYP1A1 na fração 

microssomal hepática, o que indica que a depressão da atividade catalítica foi, em parte (ou 

totalmente), devida à menor quantidade da enzima.  Em princípio, a redução dos níveis da 

proteína CYP1A1 poderia dever-se à diminuição da síntese e/ou à aceleração da degradação. 

Entretanto, dados de outro estudo realizado recentemente no nosso laboratório (Carvalho, 

2008), mostraram que a infecção com P. berghei (ANKA) causa uma acentuada diminuição 

dos níveis de mRNA de CYP1A1/2 no fígado de camundongos Swiss Webster machos. É 

provável, portanto, que a síntese de proteínas CYP1A (e de outras isoformas) esteja diminuída 

na malária (i.e., a infecção causaria uma regulação negativa da enzima ao nível pré-

traducional: transcrição diminuída ou aceleração da degradação do mRNA). 

Embora CYP1A1/2 seja regulada pelo receptor Ah (AhR) no C57BL/6 e no DBA-2, 

Arpiainem et al. (2005) demonstraram que essas duas linhagens respondem diferentemente à 

indução por ligantes do AhR.  Os autores notaram que, na linhagem DBA-2, as respostas à 

indução pelo TCDD e pela β-naftoflavona eram menos intensas do que as observadas com o 

C57BL/6.  Neste estudo com P. berghei, a depressão da atividade catalítica de CYP1A1/2 

ocorreu de forma semelhante nas duas linhagens (i.e., as diferenças entre linhagens quanto ao 

AhR não parecem ter tido influência nesta regulação negativa em resposta a um agente 

biológico).  

No experimento subseqüente, procuramos verificar quando a depressão da atividade 

catalítica de CYP1A aparece ao longo da evolução da infecção com P. berghei.  O estudo do 

curso temporal da inibição de EROD no C57BL/6, no entanto, foi prejudicado pelo 
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desenvolvimento precoce de um quadro neurológico compatível com malária cerebral em uma 

proporção muito maior de animais do que aquela que tinha sido observada no experimento 

anterior. Neste experimento, os C57BL/6 foram mortos quando apresentavam taxas de 

parasitemia menores do que as registradas no primeiro experimento e não foi detectada 

depressão da atividade de EROD (CYP1A). Esses resultados parecem sugerir que o quadro 

clínico de malária cerebral, embora seja muito grave e evolua rapidamente para a morte do 

camundongo, não está associado a alterações de atividade de CYPs hepáticos. Nos 

camundongos DBA-2 infectados com P. berghei que, diferentemente dos C57BL/6, não 

exibiram sintomas neurológicos, a depressão da atividade de CYP1A só foi detectada no dia 

20 pós-infecção, quando as taxas de parasitemia eram muito elevadas. A princípio, esses 

resultados obtidos com P. berghei poderiam sugerir que a depressão de CYP1A apareceria 

apenas na fase terminal da evolução letal da malária, quando as taxas de parasitemia são 

também muito elevadas. No entanto, na infecção dos camundongos C57BL/6 com P. c. 

chabaudi, houve uma clara inibição da atividade de CYP1A (EROD) nos dias pós-infecção 2, 

5 e 6, ou seja, em torno do pico de parasitemia. Neste caso, a queda posterior das taxas de 

parasitemia foi acompanhada por uma reversão da depressão (i.e., por um retorno da atividade 

de EROD aos níveis registrados nos controles não infectados). Esta evolução temporal mostra 

que a depressão da atividade de CYP1A é reversível e está de alguma forma associada a 

eventos que ocorrem quando a parasitemia é elevada. A regulação negativa de CYP1A, 

portanto, não está necessariamente associada ao quadro clínico da fase terminal da infecção. 

A depressão da atividade de CYP2B9/10 (BROD) observada neste estudo ainda não 

havia sido descrita em modelo murino de malária. A resposta inibitória de CY2B9/10 à 

infecção pelo P. berghei foi semelhante nas duas linhagens de camundongos estudadas. No 

primeiro experimento, notamos uma depressão de BROD em animais com elevada 

parasitemia e quadros de malária grave. Entretanto, a análise da evolução temporal da 

depressão de BROD revelou que a inibição da atividade catalítica de CYP2B9/10 na linhagem 

DBA-2 teve início bem antes da fase terminal da infecção em que as taxas de parasitemia 

eram elevadas. A depressão de BROD em camundongos DBA-2 foi detectada no dia 8 pós-

infecção, quando os sintomas ainda eram discretos e a parasitemia era pouco superior a 10%.  

Como já havíamos comentado, os camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei no 

segundo experimento evoluíram precocemente para um quadro de malária cerebral. Tal como 

ocorreu com CYP1A, não detectamos alterações de atividade de CYP2B (BROD) nos 

camundongos C57BL/6 neste segundo experimento com P. berghei ANKA. 

Na infecção não letal pelo P. c. chabaudi, BROD não foi alterada nos DBA-2, mas no 

C57BL/6 a atividade catalítica da CYP2B9/10 foi deprimida no dia 5 pós-infecção, que 
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coincidiu com o pico de parasitemia. Como havíamos visto em relação à atividade de CYP1A, 

houve também uma reversão da inibição da atividade de CYP2B com a queda (pós-pico) das 

taxas de parasitemia.  A depressão das atividades de CYP2B, portanto, também pode ser 

transiente e não está necessàriamente associada a um comprometimento hepático irreversível 

no quadro terminal da infecção.  

Esta reversão da inibição das atividades de CYP1A e 2B ao longo da evolução da 

malária não letal causada pelo P. c. chabaudi sugere também que, dificilmente, a depressão 

poderia ser atribuída ao acúmulo de hemozoína no fígado. Na malária não letal no C57BL/6, a 

depressão das atividades de EROD e BROD, que foram observadas em torno do pico da 

parasitemia – dias 2 a 6 pós-infecção - já havia retornado ao normal no dia 10 (EROD) e no 

dia 6 pós-infecção (BROD), mas o peso do fígado permaneceu aumentado durante a evolução 

posterior da infecção.  É factível supor que durante o período de recuperação, a destruição das 

hemácias infectadas prosseguiu e a hemozoína continuou a ser depositada por algum tempo 

no fígado e baço, tornando os órgãos aumentados e enegrecidos até o final do período de 

observação, no dia 19 pós-infecção. Diante destas observações, é válido supor que o acúmulo 

de hemozoína não deve ter sido responsável pela inibição das atividades de CYP1A1/2 e 

CYP2B9/10 tanto na malária letal, quanto na não letal, nas duas linhagens de camundongos 

estudadas.   

 

A elevação dos níveis de NO é necessária para a regulação negativa de CYP1A e 2B 

na malária? 

Como comentado na Introdução deste trabalho, foi proposto que a elevação dos níveis 

de NO seria um elo necessário na cadeia de eventos que leva à regulação negativa da 

atividade de CYP por estímulos inflamatórios. Embora esta hipótese inicialmente formulada 

por Khatsenko et al. (1993) se aplique a infecções e processos inflamatórios em geral, ela é 

apoiada fundamentalmente por evidências obtidas em experimentos envolvendo a 

administração de endotoxina (LPS). Neste estudo, procuramos investigar se a elevação dos 

níveis de NO seria necessária para desencadear a depressão das atividades de CYP1A e 2B 

hepáticas que ocorre na malária murina.    

Embora o exato papel do NO na resolução da infecção e na patogênese da malária, 

incluindo o aparecimento da malária cerebral, permaneça até certo ponto controverso, há 

vários estudos sugerindo que há uma elevação dos níveis do óxido nítrico no curso da 

infecção murina (Taylor-Robinson e Smith, 1999; Nahrevanian e Dascombe, 2001; Van der 

Heyde et al., 2000).  
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Nahrevanian e Dascombe (2001), por exemplo, relataram que em camundongos 

(C567BL/6) infectados com P. berghei há um aumento transitório de NO plasmático no dia 3 

pós-infecção seguido por queda no dia 5, quando as taxas de parasitemia subiram e atingiram 

os valores máximos.  No nosso experimento, entretanto, nenhum aumento de NO sérico foi 

notado durante a evolução da infecção com P. berghei, quer entre os camundongos C57BL/6, 

quer entre os DBA-2. Por outro lado, no modelo de infecção não letal (P. c. chabaudi), 

notamos um pequeno aumento (menor que 2 vezes) do NO sérico no sexto (DBA-2) e no 

quinto (C57BL/6) , ou seja, em torno do dia do pico de parasitemia.  

Em camundongos C57BL/6 infectados com P. chabaudi, Nahrevanian e Dascombe 

(2001) evidenciaram um aumento de óxido nítrico plasmático já no primeiro dia de infecção, 

quando as parasitemias ainda eram muito baixas, seguido por uma queda no sétimo dia e nova 

elevação dos níveis de NO a partir do dia 14, quando as taxas de parasitemia em declínio 

atingiram os menores valores. Taylor-Robinson e Smith (1999), entretanto, descreveram um 

comportamento do NO na malária murina (camundongos NIH) causada pelo P. chabaudi que 

é bem diferente do que foi descrito por Nahrevanian e Dascombe (2001).  

A evolução temporal da parasitemia e as alterações da concentração de nitrito após a 

infecção de camundongos NIH com P. c. chabaudi AS descritas por Taylor-Robinson e Smith 

(1999) são consistentes com o que notamos nas infecções com o P. c. chabaudi, exceto que no 

nosso caso, o dia da parasitemia máxima antecedeu em quatro a cinco dias o dia do pico de 

parasitemia observado por aqueles autores (pico no décimo dia). Taylor-Robinson e Smith 

(1999) determinaram, diariamente, os níveis de nitrito e encontraram uma elevação acentuada 

do NO em um único dia, que coincidiu com o dia da taxa máxima de parasitemia (i.e., no dia 

10 após a infecção).  No nosso estudo, a elevação do NO também ocorreu no dia em que 

registramos a taxa máxima de parasitemia (i.e., quinto dia após a infecção no C57BL/6 e 

sexto dia no DBA-2).  É possível que o menor inóculo, de 105 hemácias parasitadas usado por 

Taylor-Robinson e Smith (1999) ou a diferença da linhagem murina (NIH) usada, explique o 

retardo do pico em relação aos que observamos.  

É interessante notar que os aumentos de NO que observamos nas infecções com o P. c. 

chabaudi foram irrisórios se comparados ao aumento de aproximadamente 100 vezes na 

concentração de NO encontrado por Taylor-Robinson e Smith (1999). No nosso estudo, 

entretanto, notamos que nas infecções com P. chabaudi, no dia do pico da parasitemia (i.e., 

nos dias 5, C57BL/6, e 6, DBA-2),  todos os soros dos animais infectados (mas não os dos 

controles) apresentavam intensa cor vermelha, indicativa de hemólise. Esta hemólise não foi 

devido ao procedimento de coleta, porque não foi observada entre os controles não infectados 

nem entre os infectados antes e depois deste dia. Não observamos também hemólise nos 
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experimentos de infecção com P. berghei. Esta hemólise, obviamente, pode ter atenuado os 

níveis de NO medidos pela reação de Griess. Como Taylor-Robinson e Smith (1999) não 

relataram hemólise e registraram níveis muito mais elevados de NO, é possível que a coleta 

de sangue realizada por esses autores tenha antecedido a ruptura em massa das hemácias, o 

que não teria ocorrido no nosso caso. De qualquer modo, os resultados de Taylor-Robinson e 

Smith (1999) sugerem que a elevação de NO ocorreria apenas por período muito breve 

(menor que 24 horas) e que algumas horas poderiam fazer diferença em termos da magnitude 

da elevação de NO registrada. 

 O seqüestro de NO pela hemoglobina e pelo anion superóxido foi tema de artigo 

recente de Sobolewsky e colaboradores (2005). Embora tenha sido atribuído ao NO algum 

papel protetor durante a infecção malárica (na infecção aguda o Plasmodium induz as células 

Th1 a produzirem INF-gama, que ativa macrófagos a secretarem NO e EROs) os autores 

comentaram que no ambiente intra-eritrocitário, o plasmódio estaria relativamente protegido 

da ação tóxica do NO e das EROs, uma vez que habita o interior do vacúolo parasitóforo, que 

é circundado pela hemácia e, consequentemente, pela hemoglobina  (i.e., estaria  “blindado” 

por ela).  O seqüestro de NO e das EROs pela hemoglobina também ocorre fora da célula 

após a ruptura dos eritrócitos. O parasito permanece livre na circulação na forma merozoíta 

durante um breve período de tempo e, portanto, estaria por um tempo curto exposto à ação 

danosa do NO e das EROS. Todavia, é bom lembrar que a hemoglobina (Hb) livre parece ser 

mil vezes mais eficaz no seqüestro do NO do que a Hb intra-celular. Assim, a Hb liberada 

junto com os merozoítas, quando ocorre a ruptura da hemácia, continuaria a proteger o 

plasmódio contra o efeito parasiticida do NO (Liu et al., 1998). 

Embora os soros dos animais infectados com o P. berghei não tenham apresentado 

hemólise em nenhum momento de coleta durante a evolução da doença, o seqüestro de NO 

pela hemoglobina também pode ter ocorrido neste caso.  Sobolewski et al. (2005) sugerem 

que a concentração da Hb livre no plasma de camundongos infectados com o P. berghei pode 

chegar a 100 µM no animal em estágio terminal (moribundo), o que significa uma 

concentração muitas vezes superior à concentração da Hb que circunda o parasito quando ele 

está no vacúolo parasitóforo.  

Exceto pela discreta e breve elevação notada na infecção pelo P. c. chabaudi, não 

observamos aumento dos níveis séricos do NO nos camundongos infectados, o que pode se 

dever ao sequestro e/ou a outros processos. Esses resultados sugerem, à primeira vista, que 

uma elevação dos níveis sistêmicos de NO não seria evento essencial para desencadear a 

regulação negativa das CYPs hepáticas. Existe, entretanto, a possibilidade de ter havido um 

aumento local da concentração de óxido nítrico no tecido hepático. Para examinar a hipótese 
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de que a malária poderia aumentar os níveis hepáticos de NO, sem repercussões sistêmicas, 

investigamos se haveria indução do mRNA da NOS2 (iNOS) neste órgão em camundongos 

infectados com P. berghei.  

Como o mRNA da NOS2 estava induzido nos fígados tanto dos DBA-2 quanto dos 

C57BL/6 infectados com P. berghei, não foi possível descartar a hipótese de que uma 

elevação dos níveis de NO naquele órgão tenha contribuído de alguma forma para a regulação 

negativa das atividades de CYPs hepáticos.  Isto poderia ocorrer de diferentes maneiras. Por 

exemplo, nitrosilando fatores nucleares de transcrição, o NO poderia regular negativamente a 

transcrição dos genes das CYPs. O NO poderia também atuar diretamente sobre a enzima.  As 

hemeproteínas, como exemplificado por Sobolewski et al. (2005) para hemoglobina, são 

capazes de seqüestrar o NO com avidez.  Como os citocromos P450 também são 

hemeproteínas, é razoável supor que o NO poderia ligar-se à porção heme da proteína ou 

nitrosilar resíduos de aminoácidos (e.g., cisteína) existentes em partes críticas da estrutura da 

enzima, comprometendo a afinidade pelo substrato e, consequentemente, diminuindo a 

atividade catalítica.  

É importante destacar que a ligação do NO ao grupo prostético heme parecer ser lábil 

e prontamente reversível (Wink et al., 1993). Neste caso, esta inibição da enzima pode ocorrer 

in vivo, e alterar a cinética de fármacos e outros xenobióticos, mas não seria evidenciada 

quando o órgão é removido e a atividade enzimática é determinada na fração microssomal. 

Durante o preparo dos microssomos, a ligação ao grupo heme provavelmente seria desfeita. A 

nitrosilação de resíduos de aminoácidos na proteína, entretanto, poderia dar lugar a uma 

inibição mais estável e duradoura.  

 A avaliação do mRNA da NOS2 nos animais com malária não letal pelo P. chabaudi 

está em andamento. 

 

Mecanismos pelos quais a malária poderia modular a atividade de CYP1A e 2B 

Beigneux et al. (2002) observaram que a reação de fase aguda em camundongos 

tratados com LPS resultava em depressão do mRNA dos receptores CAR e PXR e de seu 

parceiro RXR, o que ocorria quatro horas após o tratamento com a endotoxina e perdurava 

por pelo menos 16 horas. Essa diminuição da expressão de receptores nucleares (CAR, PXR e 

RXR) era acompanhada pela redução dos níveis dos mRNAs de CYP2B10 e 3A no fígado. É 

interessante ressaltar que Akira e Kishimoto (1992), em revisão dos estudos sobre o assunto, 

haviam enfatizado que um sítio de ligação ao NF-kB está presente nos genes de proteínas de 

fase aguda e de citocinas, como IL-6 e IL-8.   
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Balmer et al. (2000), por outro lado, investigaram a reação de fase aguda sistêmica em 

modelos murinos de malária eritrocítica. Esses autores infectaram camundongos NIH com os 

plasmódios P. chabaudi, P. vinckei (letal e não letal) e P. berghei (letal) e observaram que 

houve uma produção acentuada da proteína amilóide P, a principal proteína de fase aguda de 

camundongos, cujo nível máximo foi alcançado no dia 10 pós-infecção.   

Os nossos resultados mostraram que a atividade de CYP2B9/10 estava deprimida 

desde o dia 8 pós-infecção, quando as parasitemias ainda eram inferiores à 20%.  Na infecção 

pelo P. chabaudi, verificamos que CYP2B9/10 (BROD) não foi alterada no camundongo 

DBA-2, mas no C57BL/6 a depressão da atividade catalítica destas isoformas ocorreu de 

forma pontual no dia 5 pós-infecção, coincidindo com o único momento em que houve uma 

(discreta) elevação dos níveis de NO.   

Considerando essas observações e os nossos resultados, é razoável supor, ainda que de 

forma especulativa, que: 1) uma interação entre proteínas de fase aguda e fatores de 

transcrição, como NF-kB, poderia levar à depressão do mRNA de CAR e, consequentemente, 

à uma inibição de CYP2B9/10 e também que 2) a nitrosilação pelo óxido nítrico de um ou 

mais fatores de transcrição envolvidos na regulação do receptor CAR poderia levar à 

depressão de CYP2B9/10 nas infecções letais e não letais. 

Diante do que comentamos na Introdução deste trabalho sobre a modulação de 

CYP1A por estímulos inflamatórios, poderíamos especular que a inibição de CYP1A1/2 

poderia se dar: 1) pela interação entre citocinas, fatores de transcrição e co-reguladores com o 

receptor AhR, levando à supressão da região promotora de CYP1A1, como proposto nos 

trabalhos de Ke (2001) e Tian (1999) e 2) pela nitrosilação de fatores de transcrição pelo 

óxido nítrico produzido pela NOS2 induzida e que teria escapado do seqüestro pela 

hemoglobina e anions superóxido.  

 

Malária e enzimas de fase 2 do metabolismo (GST e UGT) 

As glutationa S transferases (GSTs) são enzimas da fase 2 do metabolismo de grande 

relevância toxicológica, com destaque na área da carcinogênese química. As GST 

compreendem sete classes de enzimas em mamíferos, classificadas com base na similaridade 

entre as sequências de aminoácidos da proteína em alpha, mu, pi, sigma, theta, ômega e zeta 

(Hayes et al., 2005). Na fase 2 do metabolismo, as GSTs catalisam o ataque nucleofílico da 

glutationa aos compostos apolares (xenobióticos ou metabólitos da fase 1) que contém um 

átomo eletrofílico de carbono, nitrogênio ou enxofre. Esse grupo de enzimas também está 

envolvido no metabolismo do anion superóxido, do peróxido de hidrogênio e do radical 

hidroxila produzidos endogenamente como conseqüência da respiração aeróbica.   
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Durante a resposta de defesa do organismo contra a invasão intracelular de parasitas, 

os fagócitos do hospedeiro produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigênio 

(EROS), tais como NO, anions superóxido e radicais hidroxila. No caso da malária, não só o 

organismo do hospedeiro, mas também o parasito produz grandes quantidades de peróxido de 

hidrogênio e anions superóxido no interior dos eritrócitos (Erel et al., 1997). Atamna e 

Ginsburg (1993), por exemplo, demonstraram que as hemácias humanas infectadas com a 

forma trofozoíta do P. falciparum produziam duas vezes mais peróxido de hidrogênio e 

radicais hidroxila do que as hemácias não parasitadas.  Foi demonstrado também que os 

fagócitos de pacientes com malária aguda causada pelo P. falciparum produziam quantidades 

muito elevadas de EROS (Descamps-Latscha et al., 1987).   

No estresse oxidativo, em que há um desequilíbrio entre as ações dos agentes 

oxidantes e as defesas anti-oxidativas com vantagem para a ação pró-oxidativa, a resposta 

defensiva do organismo ao ataque de substâncias eletrofílicas é modulada por duas classes de 

fatores de transcrição, NF-kB e AP-1 (activator protein 1).  O elemento ARE (antioxidant 

responsive element) encontrado na região promotora do gene da GST e da superóxido-

desmutase (SOD) é o mediador da indução dos genes anti-oxidantes específicos de mamíferos 

(Scandalios, 2005). Embora Choi e Kim (1998) tenham evidenciado a depressão dos mRNAs 

das isoformas hepáticas GSTA2 e A3, e, em menor grau, das GSTM1 e M2 em ratos tratados 

com LPS, esses autores descartam a participação do NF-kB na regulação da expressão da 

GST. 

Neste estudo, não encontramos alterações das atividades das GST microssomal e 

citosólica no fígado dos camundongos das duas linhagens (DBA-2 e C57BL/6) que foram 

infectadas com P. berghei ANKA e apresentavam elevadas taxas de parasitemia. Os estudos 

sobre as alterações de enzimas da fase 2 na malária são escassos, mas Ahmad e Srivastava 

(2007) encontraram resultados que divergem dos nossos em outro modelo murino de malária. 

Esses autores notaram que em camundongos DBA-2 e Swiss Webster infectados com P. yoelii 

nigeriensis, havia depressão da atividade da GST (citosólica e microssomal) no fígado e baço. 

Sohail et al. (2007) também encontraram uma depressão da GST no soro e plasma de indianos 

infectados com P. vivax.  É possível que as aparentes discrepâncias entre este estudo e os de 

Ahmad e Srivastava (2007) e Sohail et al. (2007) quanto aos efeitos da malária sobre a 

atividade das GSTs se devam às diferenças quanto à gravidade do quadro clínico (parasito), 

quanto ao hospedeiro e quanto ao tecido em que a atividade foi determinada. 

A glutationa, co-fator endógeno da reação de conjugação mediada pela GST, é um 

tripeptídeo não protéico (L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicina) abundante em quase todas as 

células de mamíferos, que atua na defesa contra o ataque oxidativo por radicais livres, 
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compostos eletrofílicos, xenobióticos e outros oxidantes. Na célula, a glutationa ocorre nas 

formas livre e ligada à proteínas. A glutationa livre ocorre, sobretudo, na forma reduzida 

(GSH), que é convertida na forma oxidada, GSSG (dissulfeto de glutationa), durante o 

estresse oxidativo.  O estado redox da glutationa depende das quantidades relativas das 

formas reduzida e oxidada, e a taxa GSH/GSSG, que na célula em repouso excede 100, 

durante o estresse oxidativo pode cair a 10 e até a 1 (Pastore et al., 2003).  A glutationa pode 

ser modulada por diferentes oxidantes e sistemas produtores de substâncias oxidativas (e.g., 

EROs), como comentamos anteriormente e também por agentes alquilantes, citocinas, anti-

oxidantes fenólicos, agentes que conjugam GSH, radiações e quimioterápicos, como apontado 

por Rahman (2005).  Segundo esse autor, a síntese da glutationa é modulada, indiretamente, 

através do ARE e AP1, fatores de transcrição envolvidos na regulação da enzima (γ-

glutamilcisteína sintetase ou glutamilcisteína ligase, GCL) que limita a taxa de síntese de 

novo da GSH.  O possível envolvimento do fator de transcrição NF-kB na modulação da 

expressão da subunidade catalítica da enzima GCL, e o do Nrf2, na indução do ARE dos 

genes das enzimas de conjugação da fase 2 e da GCL em resposta a eletrófilos, também tem 

sido discutido (Rahman, 2005).  Para Pastore e colaboradores (2003), é possível que 

interações entre a GSH e o NF-kB tenham um papel na comunicação entre a GSH e o sistema 

imune.   

Erel et al. (1997) e Swarup-Mitra et al. (1982, apud Erel et al., 1997) observaram 

diminuição das concentrações da glutationa intra-eritrocitária nos pacientes infectados com P. 

vivax.  Srivastava et al. (2001), por outro lado, encontraram aumento da GSH nos eritrócitos 

de camundongos infectados com P. yoelii nigeriensis e nos eritrócitos de roedores do gênero 

Mastomys infectados com P. berghei.  Rahman, em seu artigo de 2005, comenta a 

complexidade da regulação da glutationa citando vários exemplos neste sentido, como a 

rápida depleção intra-celular de GSH pela exposição in vitro de células epiteliais alveolares 

humanas ao TNF-α devido à oxidação da GSH para GSSG que é seguida de um aumento 

rebote da GSH como uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo, consequente à ativação da 

AP-1.  Um estudo com fibroblastos pulmonares de ratos expostos ao óxido nítrico e seus 

doadores mostrou uma queda transitória da GSH, seguida pelo aumento da síntese, como 

conseqüência da regulação positiva (up-regulation) da expressão da GLC nessas células 

(White et al., 1995).   

Neste estudo, as concentrações hepáticas de glutationa estavam deprimidas nas fêmeas 

C57BL/6 infectadas com o P. berghei, mas no caso da linhagem DBA-2, não houve diferença 

entre infectados e controles. É importante ressaltar que as duas linhagens examinadas diferem 
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quanto aos níveis basais de glutationa no fígado, sendo as concentrações da glutationa no 

DBA-2 aproximadamente três vezes os níveis encontrados na linhagem C57BL/6.  

Os ensaios de atividade enzimática das GSTs e a quantificação da glutationa hepática 

no nosso estudo foram realizados em estágio avançado da malária, quando as taxas de 

parasitemia excediam 40%.  Em vista do que foi anteriormente discutido, se as análises 

tivessem sido feitas em outros momentos durante a evolução da doença, é possível que os 

resultados não reproduzissem o que observamos nesta avaliação.  O fato de termos encontrado 

depressão da glutationa reduzida nos camundongos C57BL/6, mas não nos DBA-2, pode 

significar que, no momento da avaliação, o estresse oxidativo havia depletado a forma 

reduzida da glutationa na primeira linhagem, enquanto, na segunda linhagem, os níveis da 

GSH já teriam retornado ao normal.  Para uma melhor compreensão do estado redox da 

glutationa na malária murina pelo P. berghei, mais adequado seria o acompanhamento 

temporal das taxas de GSH/GSSG hepáticas.  

Não observamos também alteração da atividade de outra enzima da fase 2 presente na 

fração microsssomal hepática, a UGT. As UGTs são encontradas sobretudo no fígado, onde 

catalisam a conjugação ao ácido glicurônico de metabólitos de xenobióticos e de substâncias 

endógenas, como a bilirrubina, os hormônios esteroidais e o hormônio da tireóide.  O 

hexobarbital, a morfina, o diclofenaco e o ácido valpróico são alguns dos inúmeros 

xenobióticos cujos metabólitos (ou eventualmente a molécula não transformada) são 

conjugados pela UGT para eliminação do organismo pela bile ou urina.  A UGT também pode 

ser regulada pela inflamação.  Neste sentido, Barbier e colaboradores demonstraram que a 

UGT é regulada por fatores que estão alterados na inflamação, como RXR, PPARα e HNF4 

(Barbier et al., 2003a, 2003b, 2005 apud Aitken et al., 2006).  Consistente com o que Barbier e 

colaboradores relataram, Congiu et al. (2002) observaram que, em seres humanos, os níveis 

do mRNA da UGT hepática estão deprimidos durante a inflamação do tecido, mas 

permanecem inalterados na doença crônica não inflamatória.  Richardson et al. (2006) 

também relataram a depressão do mRNA das isoformas UGT1A1, 1A9 e 2B5, mas não 

observaram alteração de outras isoformas da UGT no fígado de ratos tratados com LPS ou 

inoculados com Citrobacter rodentium, o que sugere que a inflamação/infecção deprime 

especificamente a expressão de algumas isoformas.  Neste estudo, não observamos alteração 

da UGT nas linhagens estudadas, DBA-2 e C57BL/6, no quadro grave causado pela infecção 

com o P. berghei.  Murdoch (1992) relatou ocorrer uma depressão da UGT em fígado isolado 

(ex vivo) de ratos infectados com P. berghei. Segundo os autores, este efeito da malária sobre 

a UGT pode ter sido devido à menor disponibilidade da UDPGA que, por sua vez, depende da 

disponibilidade de glicogênio, que estaria diminuída na malária.  
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Neste estudo, a atividade da UGT foi determinada na fração microssomal (in vitro) e, 

nesse caso, o co-fator UDPGA (extrínseco) foi acrescentado para possibilitar a reação. Assim, 

se a menor atividade da UGT observada por Murdoch foi devido unicamente à menor 

disponibilidade do co-fator, o resultado obtido por esses autores não seria reproduzido no 

nosso ensaio. Ismail et al. (1992) também descreveram uma depressão da reação de 

glicuronidação do paracetamol e do AZT em animais (ratos) com taxas de parasitemia entre 

25 e 35% HP.  Nesse estudo in vivo, Ismail et al. (1992) determinaram os níveis de 

conjugados na urina e, portanto, a depressão da conjugação por eles descrita também pode ter 

sido devida à menor disponibilidade de UDPGA, o que não influencia a velocidade da reação 

quando esta é medida, tal como fizemos, na fração microssomal in vitro.   Além disso, no 

presente estudo, os microssomos hepáticos em que analisamos a atividade da UGT foram 

obtidos de camundongos com parasitemias mais elevadas (i.e., superiores a 30%).    

 

Indução de CYP2E1 e 2A5 na malária  

  O citocromo P4502E1 (CYP2E1) é uma isoforma CYP expressa constitutivamente e 

também induzível, que tem como substratos preferenciais substâncias de baixo peso 

molecular. O CYP2E1 é induzido pelo etanol, acetona, piridina e isoniazida (Novak e 

Woodcroft, 2000).  Condições fisiológicas, como o nascimento e o jejum, e patológicas, como 

a obesidade e a diabetes, também estão associadas à indução de CYP2E1 (Chien et al., 1997).  

A homologia entre as espécies é alta, o que resulta em uma designação única CYP2E1 para as 

isoformas no rato, no camundongo e em seres humanos (Lewis, 1996). A expressão de 

CYP2E1 é regulada em nível transcricional, mas o aumento dos níveis da proteína pode 

ocorrer também na ausência de alteração concomitante das concentrações do mRNA, através 

de mecanismos pós-transcricionais.  Tanto a maior eficiência traducional, por estabilização do 

mRNA, quanto a  degradação mais lenta, ou estabilização da proteína tem sido apontados 

como mecanismos envolvidos na regulação da expressão da proteína CYP2E1 (Novak e 

Woodcroft, 2000).  

  Neste estudo, empregamos a hidroxilação do p-nitrofenol (PNPH) como marcador da 

atividade de CYP2E1 no fígado. Entretanto, como salientamos na Introdução deste trabalho, a 

especificidade da reação de PNPH como marcadora da atividade de CYP2E1 sustentada por 

alguns autores tem sido posta em dúvida por outros. Este questionamento baseia-se, 

principalmente, no relato de que o CYP2A6 humano e o CYP2A5 murino também poderiam 

catalisar a reação de PNPH. A expressão de CYP2A5 varia amplamente entre linhagens 

murinas, mas as duas linhagens utilizadas neste estudo expressam a isoforma, sendo que o 

DBA-2 expressa melhor a enzima. Além disso, como constatamos, a atividade de CYP2A5 
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(COH) foi induzida pela infecção com P. berghei nos dois casos. Portanto, é possível que a 

maior atividade de PNPH nos camundongos infectados reflita, pelo menos em parte, a maior 

atividade de CYP2A5 e não de CYP2E1.  Esta interpretação é sugerida pelo fato de Carvalho 

(2008) ter encontrado uma diminuição da atividade de PNPH e dos níveis de mRNA de 

CYP2E1 no fígado de camundongos Swiss Webster machos infectados com P. berghei.  Os 

Swiss Webster, como verificamos em estudo anterior do laboratório (Conte et al., 2007), tem 

atividades constitutivas de CYP2A5 (COH) muito baixas e, aparentemente, não expressam 

esta isoforma. Assim, o PNPH poderia ser um marcador relativamente específico de CYP2E1 

no fígado dos camundongos Swiss Webster, mas não no caso dos C57BL/6 e DBA-2.  

A CYP2A5 do camundongo, ortóloga da CYP2A3 do rato e da CYP2A6 de seres 

humanos, é expressa no fígado e em outros tecidos, inclusive na mucosa oral, no esôfago, nos 

rins, no pulmão, no cérebro e no intestino delgado. A expressão hepática de CYP2A4 e 

CYP2A5 em camundongos exibe um ritmo circadiano, sendo a expressão maior no período 

noturno (Lavery et al., 1999). A CYP2A5 no fígado de camundongos pode ser induzida por 

substâncias químicas estruturalmente diversas, e entre as quais se destacam as hepatotoxinas 

pirazol e tetracloreto de carbono, os íons metálicos como cobalto, cério e índio, os agentes 

porfirinogênicos, como griseofulvina e tioacetamida, além do fenobarbital e do TCPOBOP 

(Salonpaa et al., 1995; Lavery et al., 1999; Gilmore e Kirby, 2004; Su e Ding, 2004).  A 

indução de CYP2A5 em doenças infecciosas, como nas hepatites de origem viral, bacteriana e 

parasitária, na infecção com Citrobacter rodentium, na fasciolíase e na opistorquíase também 

foi demonstrada (Satarug et al., 1996; Montero et al., 1999; Richardson et al., 2006).  No 

fígado de camundongos, a indução de CYP2A4/5 pelo TCPOBOP parece indicar que o 

receptor CAR exerce um papel de destaque na regulação desses genes, embora os receptores 

PXR e PPARα também possam estar envolvidos, como foi evidenciado com o ligante de 

PXR, pregnenolona carbonitrila (PCN), e com o ligante do PPARα, Wy14,643, por Cai et al. 

(2002) e por Maglich et al. (2002), respectivamente.  Arpiainem et al. (2005), por outro lado, 

demonstraram que o receptor AhR também está envolvido na regulação do CYP2A5 nos 

camundongos DBA-2N e C57BL/6. A multiplicidade de receptores e fatores nucleares 

aparentemente envolvidos na regulação da transcrição de CYP2A5 ilustra bem a 

complexidade da regulação dessa isoforma.   

A indução de CYP2A5 que notamos nos camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados 

com P. berghei ANKA é consistente com a hipótese levantada por Gilmore e colaboradores 

(Gilmore et al., 2003; Gilmore e Kirby, 2004) de que a indução desta isoforma está associada 

ao dano hepático. Esses autores estudaram, inicialmente, os efeitos do tratamento de 

camundongos DBA-2N com LPS de Escherichia coli (0,5 mg/kg) e pirazol (100 mg/kg) sobre 
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o mRNA, a proteína, e a atividade (COH, cumarina-hidroxilase) de CYP2A5.  Embora 24 

horas após os dois tratamentos os níveis da proteína de fase aguda amilóide P estivessem 

aumentados, o efeito sobre os níveis de mRNA, proteína e atividade (COH) foram opostos: 

enquanto o LPS deprimiu, o pirazol induziu CYP2A5.  Ambos os tratamentos aumentaram os 

níveis séricos da ALT, mas este efeito, que traduz dano hepático, foi muito mais acentuado 

com o pirazol. A superexpressão da proteína grp78 - chaperona ligada ao retículo 

endoplasmático (RE) que é induzida pelo estresse oxidativo na organela - após o tratamento 

com o pirazol, reforçou a hipótese dos autores de que a indução de CYP2A5 estava associada 

à lesão hepatocelular, o que foi confirmado também pelo exame histopatológico.  Esta 

hipótese foi adicionalmente sustentada pelo fato do pré-tratamento dos animais com vitamina 

E (anti-oxidante) ter atenuado a indução, e pelo fato do pré-tratamento com a butionina 

sulfoximina (BSO, pró-oxidante que depletava a glutationa reduzida) ter induzido os níveis do 

mRNA de CYP2A5.  O estresse oxidativo do RE como alteração subjacente à indução de 

CYP2A5 in vitro e in vivo foi o foco de um estudo subseqüente de Gilmore e Kirby (2004).  

Para verificar se havia um elo entre a indução de CYP2A5 e o estresse do RE, os autores 

provocaram o estresse de diferentes maneiras: inibindo a Ca2+-ATPase e a N-glicosilação,  

usando um ionóforo de cálcio, e empregando um agente redutor, o trans-4,5-dihidroxi-1,2-

ditiano (DTTox). Os autores constataram que apenas este último (DTTox) foi capaz de induzir 

os níveis de mRNA de CYP2A5 nos hepatócitos dos camundongos. Com isto, Gilmore e 

Kirby (2004) demonstraram que a regulação positiva do CYP2A5 não estava associada a 

qualquer tipo de estresse do RE, mas à uma alteração do estado redox do RE, que poderia ser 

redutivo ou oxidativo.  Como o pirazol induziu proteínas carboniladas e a GST, e os anti-

oxidantes vitamina E e N-acetilcisteína reverteram o estresse oxidativo provocado por esta 

substância hepatotóxica, foi esclarecida a relação entre o pirazol e o dano oxidativo ao tecido.   

Na malária causada pelo P. berghei nos camundongos DBA-2, constatamos a indução 

da atividade de CYP2A5 no fígado e a elevação das concentrações das transaminases ALT e 

AST no soro, o que é consistente com a associação, sugerida por Gilmore e colaboradores 

(Gilmore et al. 2003, Gilmore e Kirby, 2004), entre a indução da CYP2A5 e a produção de 

extensa lesão hepática.  Não detectamos, no entanto, aumento de GST, que segundo Gilmore 

et al. (2003), seria um indicativo do estresse oxidativo, mas evidenciamos inibição da 

glutationa reduzida na linhagem C57BL/6. Vale lembrar que na malária murina não letal (P. 

c. chabaudi), a indução de CYP2A5 nos camundongos DBA-2 ocorreu no dia 5 pós-infecção, 

exatamente no pico da parasitemia, e próximo ao único dia em que houve um discreto 

aumento do NO sérico, o que aconteceu no dia 6 pós-infecção. Não é possível saber, 

entretanto, se este aumento de NO, ou outras alterações coincidentes com ele, estão 
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associadas à indução da CYP2A5. Não há relatos na literatura de indução de CYP 

conseqüente à maior produção de NO.  

É razoável supor que o mecanismo subjacente à indução de CYP2A5 na infecção letal 

e na infecção não letal dos camundongos DBA-2 seja, essencialmente, o mesmo. Neste 

sentido, é interessante mencionar o mecanismo proposto para indução de CYP2A5 em 

camundongos DBA-2 intoxicados agudamente com o cádmio. Alexidis et al. (1994) 

demonstraram que metais ou agentes que interferem com o equilíbrio celular do grupo heme 

induzem CYP2A5 e diminuem o teor total de CYP e de isoformas CYP.  Abu-Bakar et al. 

(2005), por outro lado, observaram que o tratamento de camundongos DBA-2 com o cloreto 

de cádmio induzia acentuadamente os níveis do mRNA e da proteína e a atividade de 

CYP2A5 (COH). O aumento dos níveis do mRNA, da proteína e da atividade da heme-

oxigenase 1 (HO-1), enzima que catalisa a etapa velocidade-limitante no catabolismo do 

heme, também era substancial e precedia a indução de CYP2A5. É interessante notar que: 1) a 

bilirrubina (BR) formada em decorrência do aumento da atividade da HO-1 era um substrato 

com alta afinidade para a CYP2A5, com Km situado na mesma faixa de grandeza do Km 

obtido para a cumarina, substrato preferencial da CYP2A5; 2) a BR causava uma inibição 

dose-dependente da atividade da COH em microssomos induzidos e 3) o anticorpo anti-

CYP2A5 e a cumarina causavam uma inibição dose-dependente da degradação microssomal 

da BR (até aproximadamente 90%). Anteriormente, Abu-Bakar et al. (2004) haviam sugerido 

que a indução de CYP2A5 pelo cádmio envolvia o fator de transcrição Nrf2, regulador dos 

mecanismos de defesa celulares contra o estresse oxidativo.  

Assim, foi sugerido que a indução da HO-1 pelo cádmio seria parte da defesa celular 

contra o estresse oxidativo, porque a produção de EROS foi acompanhada por rápida 

depressão de enzimas anti-oxidantes (superóxido desmutase – SOD - catalase e glutationa 

peroxidase - GSH-Px) e a reação catalisada pela HO-1 aumentou as concentrações tissulares 

dos pigmentos biliares anti-oxidantes ativos (Ossola e Tomaro, 1995; Stocker, 1990).  No 

caso da intoxicação pelo cádmio, o mecanismo para a indução de CYP2A5 poderia ser 

explicado pela produção de EROs, o que ativaria fatores de transcrição associados à regulação 

transcricional do gene hmox-1, como o Nrf2, e induziria a HO-1, aumentando a degradação do 

heme. A conseqüência deste catabolismo acelerado do heme seria a diminuição da 

concentração celular do heme, o que levaria à uma redução da atividade da maioria das CYPs 

(hemeproteínas). Abu-Bakkar et al. (2005) levantaram a hipótese de que, na intoxicação pelo 

cádmio, o heme livre seria incorporado à apoproteína CYP2A5 (mas não à outras isoformas), 

porque essa enzima desempenharia um papel chave no metabolismo oxidativo da BR, seja 

produzindo antioxidantes que protegeriam a célula de danos futuros, seja pela manutenção do 
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equilíbrio entre a produção e a eliminação da BR, o que contribuiria para manter a integridade 

celular em condições de estresse oxidativo. Esta seria a primeira hipótese que atribui um papel 

fisiológico à CYP2A5. É interessante lembrar que a indução de CYP2A5 em outras situações 

também havia sido associada ao estresse oxidativo, como no caso da opistorquíase e do 

tratamento com pirazol (Kirby et al., 1994; Gilmore et al., 2004).  

Nas infecções murinas pelos plasmódios P. berghei ANKA e P. c. chabaudi, o heme 

livre provavelmente está aumentado em virtude da ruptura dos eritrócitos e, portanto, a 

indução de CYP2A5 e a depressão de CYP1A e 2B que observamos poderiam, de certa 

forma, se ajustar ao esquema proposto por Abu-Bakkar et al. (2005) para a intoxicação pelo 

cádmio. Assim, a indução de CYP2A5 resultaria do estresse oxidativo a que estaria submetido 

o tecido hepático na malária, e nessas condições, seria um mecanismo voltado para o 

restabelecimento da homeostase celular.  

 A ocorrência de estresse oxidativo no fígado, nas condições em que verificamos a 

indução de CYP2A5 em camundongos infectados com P. berghei ou P. c. chabaudi, precisa 

ser caracterizada de forma mais abrangente. Neste sentido, ensaios que avaliam a presença de 

estresse oxidativo (e.g., substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, TBARs), bem como a 

determinação da atividade da heme-oxigenase, estão em andamento no nosso laboratório. 

Digno de nota neste contexto é o argumento de Ryter e Tyrrell (2000) de que a 

indução da HO é uma resposta celular ubíqua ao estresse oxidativo, e que as consequências 

desta indução poderiam ser tanto pró-oxidativas quanto anti-oxidativas, dependendo do 

potencial redox celular e do destino metabólico do ferro liberado pela degradação do heme.  

 Como sugerido por alguns autores, e apontado anteriormente nesta discussão, a 

isoforma CYP2A5 parece ter regulação ao mesmo tempo complexa e singular, que difere 

daquela da maioria das outras CYPs. Os dados que foram apresentados neste trabalho sobre as 

alterações de atividade da CYP2A5 (COH) no fígado de camundongos DBA-2 tratados com 

endotoxina (LPS) ilustram bem este fato. O LPS causou uma clara depressão da atividade de 

CYP2A5 em doses muito baixas (50 µg/kg a 2 mg/kg), muito inferiores às doses que 

elevaram o nível do NO sérico e que diminuíram a atividade de outras isoformas (e.g., 

CYP1A e 2B). Esta depressão de CYP2A5, entretanto, foi revertida à medida que as doses de 

LPS aumentaram, desaparecendo o efeito supressor nas doses mais elevadas de LPS. Pode-se 

dizer que a curva dose-resposta neste caso assumiu a forma de um “U”. É possível que 

viéssemos a nos deparar com uma indução da atividade de CYP2A5 (COH), em relação aos 

controles não-tratados, se tivéssemos elevado mais a dose do LPS (i.e., alcançado as doses 

que desencadeiam um quadro típico de choque séptico). Se isso ocorresse, então a curva dose-

efeito assumiria a forma de um ”J”. Esse comportamento sugere que o mesmo estímulo pró-
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inflamatório (LPS) poderia, dependendo da dose, deprimir ou induzir CYP2A5, sendo esta 

isoforma extremamente sensível à resposta depressora. Em outras palavras, numa escala 

crescente de intensidade do estímulo inflamatório, a CYP2A5 seria deprimida quando as 

outras isoformas ainda não são afetadas e voltaria à atividade basal ou estaria induzida, 

quando as demais isoformas são deprimidas. No momento, é difícil explicar os mecanismos 

subjacentes a esta transição na regulação da enzima. Outro fato surpreendente, e ainda sem 

explicação, foi a resposta de CYP2A5 (COH) ao tratamento combinado de uma dose alta de 

LPS (que não deprimiu a enzima) mais um inibidor da NOS2 (aminoguanidina). Nessas 

circunstâncias, como descrito nos resultados, houve uma clara indução da atividade de 

CYP2A5. A resposta da CYP2A5 ao tratamento com LPS, ao longo de um amplo intervalo de 

doses, merece ser mais estudada e pode ser uma abordagem útil para esclarecer a forma como 

essa isoforma singular é regulada na inflamação. Os dados existentes na literatura sobre os 

efeitos do LPS na expressão e atividade de CYP2A5 referem-se, na maioria dos casos, a doses 

pontuais, em geral altas, e deram origem a interpretações divergentes.  
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6 - CONCLUSÃO 

Em linhas gerais, confirmamos neste trabalho as evidências da literatura sugestivas de 

que a malária deprime a atividade de isoformas citocromo P450 hepáticas e, além disso, 

mostramos que na infecção murina há indução de uma enzima em particular, a CYP2A5, 

ortóloga da 2A6 humana. A contribuição original deste estudo se estende também à 

observação que enzimas de conjugação (fase 2 do metabolismo de xenobióticos) presentes nas 

membranas do reticulo endoplasmático (UGT e GST microssomais) ou livres no citosol 

(GST), não são afetadas de forma evidente pela malária. Este trabalho acrescenta ainda ao que 

havia sido até agora descrito, a demonstração de que a modulação da atividade de CYPs 

hepáticas ocorre não apenas em quadros terminais da malária murina grave e letal, mas 

também durante o curso da infecção não letal, nos momentos de parasitemia mais elevada. 

Contribuição adicional deste estudo é a comprovação de que as alterações do metabolismo de 

xenobióticos causadas pela malária podem levar a alterações do efeito de substâncias 

genotóxicas in vivo.  A investigação do possível papel do óxido nítrico como mediador das 

alterações de atividade e expressão de CYP, não permitiu descartar essa hipótese mas, por 

outro lado, mostrou que há clara indução (mRNA) da enzima óxido nítrico sintase induzível 

(NOS2 ou iNOS) no fígado e no baço dos camundongos infectados com P. berghei, a despeito 

do fato dos níveis séricos de NO permanecerem inalterados.  Por último, evidenciamos, em 

uma série paralela de experimentos, com o emprego de um estímulo pró-inflamatório, o LPS 

de E. coli, que a atividade de CYP2A5 é regulada negativamente por doses extremamente 

baixas da endotoxina e que, à medida que as doses aumentam, há uma reversão do efeito 

depressor notado nas doses baixas, revelando que a relação dose-resposta nesse caso é não 

monotônica e do tipo “U” ou “J”.  

As principais conclusões alcançadas neste trabalho podem ser pontualmente 

destacadas como se segue. 

1- Na malária grave causada pelo P. berghei ANKA, há uma depressão da atividade 

(EROD) e expressão (proteína) de isoformas da subfamília CYP1A e da atividade 

(BROD) de CYP2B no fígado de camundongos C57BL/6 e DBA-2 fêmeas. 

2-  Contrastando com a depressão das CYP1A e 2B, há indução da CYP2A5 na 

malária grave causada pelo P. berghei em camundongos C57BL/6 e DBA-2. Na 

linhagem DBA-2, constatamos que a indução de CYP2A5 ocorre 

concomitantemente com a elevação dos níveis de transaminases (ALT e AST) no 

soro, o que é consistente com a hipótese de que a indução da isoforma está 

associada ao dano hepático. 
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3-  Na infecção malárica letal (P. berghei) não houve alteração evidente da atividade 

das enzimas de conjugação (fase 2 do metabolismo) microssomais (UGT e GST) e 

citosólicas (GST) analisadas no fígado dos camundongos (C57BL/6 e DBA-2). 

4- A infecção letal com o P. berghei, entretanto, diminuiu os níveis hepáticos de 

glutationa reduzida (GSH) no camundongo C57BL/6, o que sugere uma 

exacerbação do estresse oxidativo nessa fase da malária.  

5- Na malária grave causada pelo P. berghei em camundongos C57BL/6, houve uma 

modificação do efeito genotóxico de substâncias químicas, com a atenuação do 

efeito de clastógenos que necessitam de ativação metabólica, como a 

ciclofosfamida (CPA, CYP2B e 3A) e o 7,12-dimetildibenzo[a]antraceno (DMBA, 

CYP1A), e a intensificação do efeito de clastógenos de ação direta (EMS, 

etilmetanosulfonato). As alterações do metabolismo de xenobióticos causadas pela 

malária, portanto, resultaram em modificação da susceptibilidade do hospedeiro 

aos efeitos genotóxicos de substâncias químicas. 

6- As alterações da atividade de isoformas CYP ocorreram não apenas no estágio 

terminal da malária murina letal, mas também durante a infecção de evolução não 

letal, particularmente nos momentos em que a parasitemia é mais elevada.  Na 

infecção não letal com o P. c. chabaudi, observamos uma depressão da atividade 

catalítica de CYP1A e 2B (C57BL/6) e uma indução de CYP2A5 (DBA-2) no dia 

(ou em torno do dia) em que a taxa de parasitemia é máxima.  

7- A reversão das alterações de atividade de CYP, ao longo da evolução da infecção 

não letal (P. c. chabaudi), enquanto ainda persistiam o aumento de peso e o 

aspecto mais escuro do fígado, sugerem que a modificação das enzimas não se 

deveu ao acúmulo de hemozoína no órgão. 

8- Não houve elevação dos níveis de óxido nítrico no soro sanguíneo de 

camundongos C57BL/6 e DBA-2 ao longo da evolução da infecção com P. 

berghei.  Na infecção com P. c. chabaudi, entretanto, houve discreto aumento 

(menor que 2 vezes) do nível sérico do NO apenas no dia da parasitemia máxima. 

9- A malária causada pelo P. berghei ANKA aumentou os níveis de mRNA (RT-PCR 

quantitativo) da enzima óxido nítrico sintase induzível (NOS2) no fígado e no baço 

de camundongos C57BL/6 e DBA-2. A infecção, por outro lado, não induziu a 

NOS2 no cérebro desses camundongos. A indução da NOS2 no fígado não permite 
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descartar a hipótese de que a elevação do NO desempenha um papel na regulação 

negativa de CYP observada na malária, tal como sugerido por outros autores para a 

depressão de CYP em resposta a estímulos pró-inflamatórios de origem bacteriana 

(e.g., LPS).  

10-  A depressão da atividade de CYP2B (BROD) causada pelo LPS foi revertida por 

uma dose de aminoguanidina (inibidor da NOS2) que foi suficiente para bloquear a 

elevação dos níveis séricos de NO, mas que per se não alterou a atividade da 

isoforma CYP no fígado dos camundongos DBA-2. Esse resultado é consistente 

com evidências apresentadas por outros autores sugerindo que o NO desempenha 

um papel na depressão da atividade de CYP2B produzida por estímulos 

inflamatórios (e.g., LPS). 

11-  A atividade catalítica da CYP2A5 hepática foi deprimida pelo tratamento de 

camundongos DBA-2 com doses extremamente baixas de LPS. Numa escala 

crescente de doses, este efeito depressor de doses baixas de LPS (em que não 

ocorreu depressão de outras isoformas nem elevação do NO) foi revertido em 

doses mais elevadas, caracterizando uma relação dose-resposta não monotônica do 

tipo “U” ou “J”.  

12-  A complexidade da regulação de CYP2A5 por estímulos inflamatórios foi 

evidenciada ainda pelo fato da aminoguanidina (50 e 100 mg/kg i.p.) e do LPS (5 

mg/kg i.p.), quando administrados concomitantemente, mas não quando injetados 

isoladamente, terem induzido a enzima.     
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7 - PERSPECTIVAS 

As perspectivas, ao curto e médio prazo, de desenvolvimento da linha de investigação 

que iniciamos com este trabalho são as seguintes: 

1. Aprofundar a investigação dirigida ao esclarecimento dos mecanismos 

envolvidos na modulação da expressão e atividade de isoformas CYP hepáticas nos modelos 

murinos de malária que empregamos neste trabalho.  A nossa intenção é passar a acompanhar 

a regulação das diferentes isoformas quantificando o mRNA (por RT-PCR quantitativo) no 

tecido.  Essa abordagem parece ter algumas vantagens em relação à medida da atividade 

catalítica para estudar a modulação das CYPs na malária. As modificações fisiopatalógicas, 

incluindo as alterações de produção de citocinas, parecem ocorrer de forma rápida durante a 

evolução da infecção (ciclo eritrocítico) para a morte, para um quadro de comprometimento 

neurológico (malária cerebral) ou para a resolução (infecções não letais). Nessas 

circunstâncias, se a regulação ocorre principalmente ao nível gênico, a quantificação do 

mRNA deve permitir um controle mais fino e sensível das alterações desencadeadas pela 

doença.  A atividade das isoformas talvez traduza melhor o que pode ocorrer em termos de 

conseqüências para o indivíduo (modificações farmacocinéticas e de toxicidade), mas é um 

indicador mais tardio do que ocorre ao nível da transcrição, já que o reflexo em termos de 

alteração da atividade depende, por exemplo, da renovação (turnover) da proteína. Neste 

caminho, pretendemos ainda investigar de que forma a modulação de CYP é influenciada pela 

expressão de citocinas (pró- e anti-inflamatórias) que nos parecem  ser – de alguma forma – 

importantes atores nesse processo. 

2. Investigar – através dos níveis de mRNA – se a modulação descrita no 

fígado ocorre também em outros tecidos (extra-hepáticos), com destaque para o cérebro, baço, 

rins e pulmões. Aqui também o emprego da metodologia do RT-PCR quantitativo parece ser 

fundamental, porque a medida da atividade só é viável em tecidos em que é abundante a 

expressão da isoforma examinada.       

3. Estudar o papel do heme livre, de moléculas produzidas pelo parasita e do 

estresse oxidativo na regulação das CYP hepáticas, com ênfase na regulação da CYP2A5, 

ortóloga da CYP2A6 humana. Como discutimos ao longo deste trabalho, a CYP2A5 parece 

participar do catabolismo da bilirrubina e ter um papel nos processos fisiológicos voltados 

para a manutenção da homeostase celular. Para investigar como esses fatores afetam a 

regulação de CYP2A5 e de outras isoformas, pretendemos utilizar sistemas celulares in vitro 

(e.g., culturas de hepatócitos) e, nesses sistemas, quantificar a expressão (níveis do mRNA) de 

isoformas, receptores e fatores nucleares de transcrição. Substâncias que interferem (e.g., 
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inibidores) com a expressão dos diferentes receptores e fatores de transcrição seriam também 

utilizados nesses sistemas in vitro.    

4. Esclarecer como se dá a regulação negativa da atividade catalítica de 

CYP2A5 por doses baixas de LPS. Pretendemos também verificar se, como supomos, há uma 

regulação positiva desta isoforma em doses mais elevadas de LPS e no choque séptico. Se isto 

de fato ocorre, fica claro que há uma transição da regulação negativa para a positiva 

dependendo da intensidade do estímulo inflamatório. Neste caso, pretendemos investigar que 

eventos são determinantes desta transição de uma para outra resposta. 

5. Verificar se há indução (mRNA, RT-PCR quantitativo) da NOS2 no fígado, 

baço e cérebro de camundongos em diferentes momentos (além do que avaliamos neste 

trabalho) da evolução da malária murina letal (P. berghei) e não letal (P. c. chabaudi).  

Pretendemos, complementarmente, determinar a atividade da NOS2 no cérebro e baço, já que 

há dificuldades técnicas para fazê-lo no fígado.  
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ANEXO 1 

CITOCROMOS P450 

 As enzimas citocromo P450 (CYP) são proteínas que contém um grupo prostético 

heme. Os CYP são particularmente abundantes na fração microssomal hepática, mas são 

encontradas em, virtualmente, todos os outros tecidos, incluindo os pulmões, o coração, o 

cérebro, as supra-renais, a pele e a placenta. Entre as enzimas da fase 1 do metabolismo, os  

CYP se destacam pela extraordinária versatilidade catalítica, desempenhando importante 

papel tanto na eliminação (desintoxicação) de inúmeros xenobióticos lipofílicos, como na 

conversão destes em metabólitos ativos, do ponto de vista farmacológico ou toxicológico. 

Neste cenário, os CYP são enzimas versáteis e até certo ponto redundantes, i.e., não só uma 

mesma isoforma CYP aceita uma ampla gama de substratos estruturalmente diferentes, como, 

por outro lado, a conversão de uma molécula em determinado produto pode ser catalisada por 

diversas isoformas.  Além de catalisarem a biotransformação de xenobióticos, os CYP 

também participam da biossíntese e degradação de substratos endógenos, como esteróides, 

colesterol e eicosanóides, como prostaciclinas e tromboxano A2.  

 Os citocromos P450 foram assim denominados por Omura e Sato (1964).  O ferro 

do grupo heme do CYP está habitualmente no estado férrico (Fe3+) e, quando reduzido ao 

estado ferroso (Fe2+), é capaz de ligar tanto o O2 quanto o CO.  Omura e Sato (1964) 

observaram que, quando o ferro do grupo heme é reduzido pelo ditionito de sódio, e se liga ao 

CO, apresenta um pico máximo de absorção da luz a 450 nm, derivando desta propriedade, a 

denominação de citocromo P450 (todas as outras hemeproteínas quando ligadas ao CO 

exibem absorção máxima da luz a aproximadamente 420 nm).  A absorção máxima a 450 nm 

resulta da ligação do ferro da porção heme da proteína ao ânion tiolato (S-) - 5º ligante - 

presente na cisteína (tiolato-cisteína) conservada no centro ativo da apoproteína.  Os outros 

quatro locais de ligação ao ferro correspondem a átomos de nitrogênio presentes no grupo 

heme.  Em procariotos, os CYPs estão livres, mas nas células eucarióticas eles estão ligados à 

membrana do retículo endoplasmático ou nas mitocôndrias. Com a homogeneização do tecido 

e o consequente rompimento da estrutura celular, as membranas do retículo endoplasmático 

contendo os CYP formam micro-esferas ou vesículas, chamadas microssomos, que ficam em 

suspensão no homogeneizado tissular.  Portanto, esta fração subcelular que contém as 

enzimas CYP é denominada fração microssomal.    

 Os CYP catalisam reações de oxidação, redução e hidrólise e são também chamadas 

de oxidases de função mista, porque durante a catálise, incorporam um átomo de oxigênio 

molecular ao substrato e outro à água. A fonte de elétrons necessária para a função catalítica é 

uma enzima microssomal associada ao CYP, a NADPH citocromo P450 redutase. 
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 A superfamília de proteínas CYP é agrupada em famílias, que reúnem as isoformas 

que têm similaridade maior que 40% na seqüência de aminoácidos.  As isoformas com 

similaridade que excede 55%, por sua vez, constituem uma subfamília.  As famílias são 

identificadas por um número arábico (CYP 1, 2, 3..), e as subfamílias por uma letra maiúscula 

após o número indicativo da família gênica (CYP1A, 1B, 2A, 2B, 2E, 2C, 3A....). As 

isoformas individuais, portanto, são identificadas por um número arábico, seguido por uma 

letra maiúscula (subfamília) e um outro número arábico, e.g., CYP1A1 é a isoforma 1 da 

subfamília 1A, CYP1A2, a isoforma 2 da subfamília 1A, e assim por diante.   

  

 

 

À esquerda: Isoformas CYP e NADPH redutase na membrana do retículo 

endoplasmático. À direita: grupo heme e apoproteína citocromo P450. 

 

Fontes sugeridas para consulta: 

Ioannides C, Lewis DFV.  Cytochromes P450 in the bioactivation of chemicals.  Curr Top 

Med Chem.  2004;4:1767-88. 

 

http://drnelson.utmem.edu/P450lect.htm.  Cytochrome P450s in humans  Cytochrome P450s 

in humans  Wed. Feb. 7, 2007 11 AM 
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ANEXO 2 

TABELAS 
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Tabela 4.1 – Evolução temporal das taxas de parasitemia (média±EPM) 
de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) infectados com P. berghei 
(106HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais.  
  DI Taxa de Parasitemia(% HP) N 

4 6,78±1,08 10 

8 12,50±1,25 10 

12 16,80±1,80 10 

16 26,03±2,57 11 

  20 40,19±4,86 14 
 

 
 

Tabela 4.2 – Pesos do fígado e baço (média±EPM) de camundongos 
DBA-2 (fêmeas adultas) infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.).   
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

DI Fígado (g) Baço (g) N 

0 0,99±0,02 0,08±0,04 15 

4 0,87±0,06 0,11±0,009 10 

8 1,22±0,08 0,24±0,02 10 

12 1,16±0,04 0,31±0,03 9 

16 1,66±0,07 0,7±0,03 11 

20 1,58±0,08 0,72±0,05 14 

  
 

Tabela 4.3 – Evolução temporal das concentrações de nitrito 
(média±EPM) no soro de camundongos  DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectadas com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou tratadas com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção N= número de animais  

DI Nitrito (mM) N 

0 35,37±2,76 9 

4 35,86±3,02 10 

8 33,65±2,97 10 

12 33,78±4,34 10 

16 29,78±1,72 11 

20 39,31±5,56 14 

LPS 147,26±15,29 9 
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Tabela 4.4 – Evolução temporal da atividade de EROD (média±EPM) em 
microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou  tratados com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais.  

 

 DI 

EROD 

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0 94,73±40,98 15 

4 115±41,04 10 

8 79,21±24,11 10 

12 93,81±26,74 9 

16 72,21±22,67 11 

20 64,56±12,84 14 

LPS 58,28±25,04 12 
 

 
 

Tabela 4.5 – Evolução temporal da atividade de BROD (média±EPM) em 
microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou  tratados com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

DI 

BROD 

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0                        74,62±21,17 14 

4 60,4±17,59 10 

8 52,73±10 10 

12 52,01±17,58 9 

16 44,14±21,84 11 

20 33,33±11,42 14 

LPS 44,03±9,00 12 
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Tabela 4.6 – Evolução temporal da atividade de COH (média±EPM) em 
microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou  tratados com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

DI 

COH 

(pmoles umbeliferona/mg ptn/min) 

 
N 

0 193,86±27,01 13 

4 170,48±16,92 9 

8 181,76±37,82 6 

12 245,11±58,42 7 

16 366,28±31,98 8 

20 384,7±37,97 14 

LPS 112,34±20,78 11 

 
 
 

Tabela 4.7 – Evolução temporal das taxas de parasitemia (média±EPM) 
de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) infectados com P. berghei 
(106HP/animal i.p.).    
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 DI Taxa de Parasitemia (%HP) N 

2 9,25±1,0 7 

4 5,5±0,47 7 

6 9,38±2,56 7 

8 14,11±1,27 7 

10 13,92±6,4 3 

  
 

Tabela 4.8 – Pesos do fígado e baço (média±EPM) de camundongos 
C57BL/6 (fêmeas adultas) infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.).   
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

DI Fígado (g) Baço (g) N 

0 0,99±0,05 0,09±0,006 5 

2 1,01±0,03 0,1±0,007 7 

4 0,94±0,03 0,1±0,005 7 

6 1,00±0,04 0,13±0,005 7 

8 1,15±0,04 0,17±0,007 7 

10 1,05±0,07 0,14±0,03 3 
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Tabela 4.9 – Evolução temporal das concentrações de nitrito  
(média±EPM) no soro de camundongos  C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectadas com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou tratadas com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção N= número de animais 

DI Nitrito (mM) N 

0 37,95±2,4 4 

2 51,95±6,93 7 

4 46,63±5,21 7 

6 40,08±3,91 7 

8 45,39±4,43 7 

10 37,03±6,75 3 

LPS 233,75±10,55 6 

  
 

Tabela 4.10 – Evolução temporal da atividade de EROD (média±EPM) 
em microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou  tratados com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

 DI 

EROD 

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0 103,14±33,49 5 

2 129,99±52,49 7 

4 136,19±57,01 7 

6 122,03±22,87 7 

8 76,11±15,25 7 

10 139,85±53,27 3 

LPS 146,6±14,87 7 
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Tabela 4.11 – Evolução temporal da atividade de BROD (média±EPM) 
em microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou  tratados com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 
 

 

 DI 

BROD  

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0 87,29±12,3 5 

2 115,58±36,73 7 

4 117,94±26,65 7 

6 104,6±32,01 7 

8 73,44±28,33 8 

10 126,02±29,54 3 

LPS 113,18±8,93 7 

 
 

 
 
 
 

Tabela 4.12 – Evolução temporal da atividade de COH (média±EPM) em 
microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectados com P. berghei (106HP/animal i.p.) ou  tratados com LPS (5 
mg/kg i.p.) seis horas antes da determinação. 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

DI 

COH  

(pmoles umbeliferona/mg ptn/min) 

 
N 

0 9,81±2,48 4 

2 18,68±5,77 3 

4 17,53±4,73 4 

6 20,4±2,44 5 

8 32,03±8,07 6 

10 29,24±13,93 3 

LPS 8,63±1,51 6 
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Tabela 4.13 – Evolução temporal das taxas de parasitemia (média±EPM) 
de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) infectados com P. chabaudi 
chabaudi (2x107HP/animal i.p.). Experimento preliminar.    
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

 DI Taxa de Parasitemia (% HP) N 

1 2,9±0,52 5 

2 4,8±0,98 5 

3 10,5±1,66 5 

4 27,9±1,97 4 

5 38,4±2,63 5 

6 27±1,71 5 

7 21,3±2,39 4 

9 5,3±0,31 5 

10 4,8±0,38 5 

11 4,8±0,45 4 

12 4,1±0,4 4 

14 3,3±0,46 5 

16 2±0,26 4 

19 0,66±0,1 3 

22 0,6±0,1 4 

24 0,8±0,14 5 

31 0,007±0,005 4 

  



 170 

Tabela 4.14 – Evolução temporal das taxas de parasitemia (média±EPM) 
de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) infectados com P. chabaudi 
chabaudi  (2x107HP/animal i.p.).    
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

 DI Taxa de Parasitemia (% HP) N 

2 4,29±0,56 14 

5 50,19±1,68 10 

6 15,2±0,59 6 

10 5,0±0,25 6 

14 6,97±1,4 6 

19 1,27±0,17 8 

  
 

Tabela 4.15 – Pesos do fígado e baço (média±EPM) de camundongos 
C57BL/6 (fêmeas adultas) infectados com P. chabaudi chabaudi 
(2x107HP/animal i.p.).   
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

DI Fígado (g) Baço (g) N 

0 0,84±0,02 0,07±0,003 50 

2 0,88±0,04 0,08±0,004 14 

5 0,95±0,03 0,22±0,02 10 

6 0,76±0,03 0,16±0,01 6 

10 0,89±0,04 0,37±0,06 6 

14 1,35±0,06 0,55±0,04 6 

19 1,17±0,06 0,81±0,05 8 

  
 

Tabela 4.16 – Evolução temporal das concentrações de nitrito 
(média±EPM) no soro de camundongos  C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectadas com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção N= número de animais 

DI Nitrito (mM) N 

0 51,12±2,36 34 

2 55,30±4,2 12 

5 68,65±6,56 10 

6 48,43±5,83 6 

10 38,64±4,82 5 

14 39,91±2,91 6 

19 47,32±2,55 8 
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Tabela 4.17 – Evolução temporal da atividade de EROD (média±EPM) 
em microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectados com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

 DI 

EROD 

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0 182,42±5,76 50 

2 140,58±8,82 14 

5 141,28±9,72 10 

6 102,08±3,34 6 

10 193±8,71 6 

14 164,49±8,12 6 

19 192,41±11,71 8 

  
 

Tabela 4.18 – Evolução temporal da atividade de BROD (média±EPM) 
em microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectados com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

 DI 

BROD 

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0 121,24±6 51 

2 130,53±16,89 14 

5 77,95±4,17 10 

6 116,18±20,42 6 

10 118,18±17,48 6 

14 77,11±4,75 6 

19 103,44±7,65 8 
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Tabela 4.19 – Evolução temporal da atividade de COH (média±EPM) em 
microssomos hepáticos de camundongos C57BL/6 (fêmeas adultas) 
infectados com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

 DI 

COH 

(pmoles umbeliferona/mg ptn/min) 

 
N 

0 16,49±1,17 49 

2 15,29±2,71 14 

5 19,14±2,33 10 

6 18,27±2,07 6 

10 11,04±2,17 6 

14 19,89±1,77 6 

19 19,27±1,78 8 
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Tabela 4.20 – Evolução temporal das taxas de parasitemia (média±EPM) 
de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) infectados com P. chabaudi 
chabaudi  (2x107HP/animal i.p.).   Experimento preliminar. 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

 

 DI 

 

Taxa de Parasitemia (% HP) 

 
N 

1 1,8±0,14 5 

2 4,3±0,27 5 

3 9,5±0,49 5 

4 24,1±1,91 5 

5 36,6±1,05 5 

6 26,3±2,34 5 

7 13,1±2,97 5 

8 4,7±0,5 5 

9 3,3±0,32 5 

10 2,1±0,13 5 

11 2,8±0,68 5 

12 3,3±0,62 5 

13 5,6±0,81 5 

14 10,0±3,56 5 

15 8,9±2,62 5 

17 4,4±1,25 5 

18 2,1±0,66 5 
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Tabela 4.21 – Evolução temporal das taxas de parasitemia (média±EPM) 
de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) infectados com P. chabaudi 
chabaudi  (2x107HP/animal i.p.).    
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

 

 DI 

 

Taxa de Parasitemia (% HP) 

 
N 

2 2,7±0,5 8 

5 38,7±1,44 8 

6 21,4±1,6 8 

10 2,0±0,35 8 

14 20,6±4,81 8 

19 0,8±0,08 8 

  
 

Tabela 4.22 – Pesos do fígado e baço  (média±EPM) de camundongos 
DBA-2 (fêmeas adultas) infectados com P. chabaudi chabaudi 
(2x107HP/animal i.p.).   
DI = dias pós-infecção; N= número de animais 

DI Fígado (g) Baço (g) N 

0 1,08±0,01 0,11±0,005 47 

2 1,16±0,03 0,12±0,007 8 

5 1,16±0,04 0,35±0,013 8 

6 1,19±0,03 0,43±0,028 8 

10 1,3±0,09 0,66±0,054 8 

14 1,45±0,02 0,68±0,053 8 

19 1,54±0,06 0,63±0,058 8 
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Tabela 4.23 – Evolução temporal das concentrações de nitrito 
(média±EPM) no soro de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectadas com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção N= número de animais 

DI Nitrito (mM) N 

0 42,25±1,7 44 

2 27,71±6,42 8 

5 53,73±10,64 8 

6 65,41±6,39 8 

10 52,31±7,86 8 

14 46,68±6,03 8 

19 36,16±1,64 7 

  
 

Tabela 4.24 – Evolução temporal da atividade de EROD (média±EPM)  
em microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectados com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

 DI 

EROD 

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0 130,79±6,7 48 

2 113,28±18,77 8 

5 111,44±8,07 8 

6 132,76±24,17 8 

10 158,65±26,21 8 

14 108,9±13,61 8 

19 108,3±9,86 8 
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Tabela 4.25 – Evolução temporal da atividade de BROD (média±EPM) 
em microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectados com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

 DI 

BROD 

(pmoles resorufina/mg ptn/min) 

 
N 

0 73,7±3,1 47 

2 69,1±3,98 8 

5 61,05±2,84 8 

6 69,4±5,1 8 

10 90,95±14,17 8 

14 65,81±3,76 8 

19 60,06±3,78 8 

  
 

Tabela 4.26 – Evolução temporal da atividade de COH (média±EPM) em 
microssomos hepáticos de camundongos DBA-2 (fêmeas adultas) 
infectados com P. chabaudi chabaudi (2x107HP/animal i.p.). 
DI = dias pós-infecção; N= número de animais. 

 

 DI 

COH 

(pmoles umbeliferona/mg ptn/min) 

 
N 

0 149,43±8 46 

2 158,89±17,95 8 

5 273,58±30,30 8 

6 184,78±21,14 8 

10 205,77±33,89 8 

14 187,91±25,22 8 

19 175,56±15,84 8 

  
 

Tabela 4.27 – Concentração de nitrito (média±EPM) no soro de fêmeas 
DBA-2 tratadas com LPS de E. coli nas doses de 0, 2, 5 e 20 mg/kg. Os 
animais foram mortos seis horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 
LPS (mg/kg) Nitrito (mM) N 

0 28,31±4,10 7 

2 117,1±42,1 5 

5 137,02±14,16 11 

20 193,04±42,95 7 
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Tabela 4.28 – Atividades de EROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos seis horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 76,63±4,72 15 

2 45,38± 3,38  7 

5 55,7±4,43  15 

20 49,82± 6,30  7 

  
 

Tabela 4.29 – Atividades de BROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos seis horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 71,61±4,07 18 

2 51,72±3,67 7 

5 52,59±3,89 18 

20 57,77±5,97 7 

  
 

Tabela 4.30 – Atividades de COH (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos seis horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol umbeliferona/mg ptn/min) 

 
N 

0 216,72±23,8 20 

2 75,89±13,47 7 

5 174,66±26,8 7 

20 155,49±25,97 7 
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Tabela 4.31 – Concentração de nitrito (média±EPM) no soro de fêmeas 
DBA-2 tratadas com LPS nas doses de 0, 2, 5 e 20 mg/kg. Os animais 
foram mortos doze horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 
LPS (mg/kg) Nitrito (mM) N 

0 25,27±2,53 7 

2 131,15±49,16 7 

5 282,87±32,72 7 

20 270,61±25,96 7 

  
 

Tabela 4.32 – Atividades de EROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos doze horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 76,63±4,72 15 

2 54,37±2,85  7 

5 46,31±2,56  7 

20 45,31± 4,44  7 

  
 

Tabela 4.33 – Atividades de BROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos doze horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 71,61±4,07 18 

2 54,24±1,59 7 

5 47,3±3,47 7 

20 48,75±5,05 7 
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Tabela 4.34 – Atividades de COH (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos doze horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol umbeliferona/mg ptn/min) 

 

N 

0 216,72±23,8 20 

2 168,88±21,26 7 

5 183,66±21,27 7 

20 182,07±24,83 7 

  
 

Tabela 4.35 – Concentração de nitrito (média ±EPM) no soro de fêmeas 
DBA-2 tratadas com LPS nas doses de 0, 2, 5 e 20 mg/kg. Os animais 
foram mortos vinte e quatro horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 
LPS (mg/kg) Nitrito (mM) N 

0 29,52±3,53 7 

2 22,95±2,39 7 

5 99,3±48,89 7 

20 188,35±55,76 7 

  
 

Tabela 4.36 – Atividades de EROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos vinte e quatro horas após a injeção 
i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 76,63±4,72 15 

2 35,93±1,58  6 

5 39,78±1,55  7 

20 39,32±2,16  7 
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Tabela 4.37 – Atividades de BROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos vinte e quatro horas após a injeção 
i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 71,61±4,07 18 

2 59,08±5,2 6 

5 49,67±2,68 7 

20 50,29±2,65 7 

  
 

Tabela 4.38 – Atividades de COH (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5 
e 20 mg/kg. Os animais foram mortos vinte e quatro horas após a injeção 
i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol umbeliferona/mg ptn/min) 

 

N 

0 216,72±23,8 20 

2 68,91±12,54 5 

5 156,2±58,12 7 

20 250,98±41,3 7 
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Tabela 4.39 – Concentração de nitrito (média±EPM) no soro de fêmeas 
DBA-2 tratadas com LPS nas doses de 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10 e 
20 mg/kg. Os animais foram mortos vinte e quatro horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

LPS (mg/kg) Nitrito (mM) N 

0 27,39±2,21 12 

0,05 28,95±3,92 6 

0,1 30,92±3,5 6 

0,2 31,09±4,23 6 

0,5 33,34±4,33 6 

1 33,78±3,97 6 

2 22,5±2,39 7 

5 100,04±49,37 7 

10 153,95±43,66 6 

20 297,01±41,07 4 

  
 

Tabela 4.40 - Atividades de EROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS de E. coli nas doses 
de 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10 e 20 mg/kg. Os animais foram mortos 
vinte e quatro horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min 

 

N 

0 89,8±7,22 20 

0,05 114,32±6,12 6 

0,1 90,67±6,50 6 

0,2 107,34±2,37 6 

0,5 103,81±6,85 6 

1 88,34±19,29 7 

2 35,93±1,58 6 

5 39,78±1,55 7 

10 89,46±4,38 7 

20 39,32±2,17 7 
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Tabela 4.41 - Atividades de BROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 
0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10 e 20 mg/kg. Os animais foram mortos vinte 
e quatro horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 73,67±3,66 23 

0,05 86,15±5,16 6 

0,1 77,48±12,73 6 

0,2 94,91±6,91 5 

0,5 79,76±11,00 6 

1 75,55±10,09 6 

2 58,56±4,42 7 

5 46,46±2,29 7 

10 56,22±2,98 7 

20 50,29±2,65 7 

  
 

Tabela 4.42 - Atividades de COH (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 
0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10 e 20 mg/kg. Os animais foram mortos vinte 
e quatro horas após a injeção i.p. 
N = número de animais 

 

LPS (mg/kg) 

Atividade  

(pmol umbeliferona/mg ptn/min) 

 

N 

0 201,44±21,02 24 

0,05 76,46±14,35 6 

0,1 48,98±9,99 6 

0,2 66,57±5,60 6 

0,5 53,57±16,05 6 

1,0 35,27±9,22 6 

2 68,91±12,54 5 

5 156,19±58,12 7 

10 128,65±25,16 7 

20 250,98±41,30 7 
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Tabela 4.43 – Concentração de nitrito (média±EPM) no soro de fêmeas 
DBA-2 tratadas com LPS 5 mg/kg, aminoguanidina 50 e 100 mg/kg e 
aminoguanidina e LPS. Os animais foram mortos doze horas após a 
injeção i.p. 
a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS 

N = número de animais  
 

mg/kg 

Nitrito (mM) N 

0 38,85±2,73 23 

a50 229,84±12,72 14 

a100 28,07±2,59 6 

LPS 29±6,66 5 

aL50 36,34±4,91 6 

aL100 88,22±8,89 6 

  
 

Tabela 4.44 - Atividades de EROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS 5 mg/kg, 
aminoguanidina 50 e 100 mg/kg e aminoguanidina e LPS. Os animais 
foram mortos doze horas após a injeção i.p. 
a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS 
N = número de animais 

 

mg/kg 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 160,15±9,54 22 

a50 92,45±15,04 5 

a100 90,21±4,98 6 

LPS 95,15±12,02 10 

aL50 113,12±5,23 5 

aL100 95,72±7,36 5 
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Tabela 4.45 - Atividades de BROD (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS 5 mg/kg, 
aminoguanidina 50 e 100 mg/kg e aminoguanidina e LPS. Os animais 
foram mortos doze horas após a injeção i.p. 
a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS 
N = número de animais 

 

mg/kg 

Atividade  

(pmol resorufina/mg ptn/min) 

 

N 

0 69,98±3,01 22 

a50 68,73±6,23 6 

a100 46,34±3,56 6 

LPS 49,88±3,28 11 

aL50 63,93±2,56 6 

aL100 44,78±2,95 5 

  
 

Tabela 4.46 - Atividades de COH (média±EPM) nos microssomos 
hepáticos de  camundongos DBA-2 tratados com LPS 5 mg/kg, 
aminoguanidina 50 e 100 mg/kg e aminoguanidina e LPS. Os animais 
foram mortos doze horas após a injeção i.p. 
a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS 
N = número de animais 

 

mg/kg 

Atividade  

(pmol umbeliferona/mg ptn/min 

 

N 

0 187,79±15,97 22 

a50 163,2±18,17 6 

a100 199,78±23,45 6 

LPS 190,88±23,8 11 

aL50 316,4±44,66 6 

aL100 309,26±26,66 5 
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ANEXO 3 

TRABALHOS PUBLICADOS 
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ANEXO 4 

CERTIFICADO CEUA 

 
 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
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