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RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Ana Cecilia Amado Xavier de Oliveira

Durante as ultimas trés décadas, um expressivo numero de estudos experimentais e
clinicos mostrou que varias infeccdes e inflamacGes assépticas modulam a expressdo e a
atividade de enzimas citocromo P450 (CYP). Nesta linha de investigacdo, alguns estudos
sugeriram que as atividades de CYP e a cinética de xenobidticos sdo alteradas tambem na
malaria. N&o é claro, entretanto, que enzimas do metabolismo de farmacos sdo alteradas e se
as modificagcbes ocorrem apenas no estagio terminal da malaria grave. Faltam dados também
sobre 0s mecanismos pelos quais a maldria altera 0 metabolismo de xenobidticos. Este estudo
foi conduzido como um esfor¢o para preencher algumas dessas lacunas de pesquisa. Na
primeira parte do estudo, verificamos que a maldria letal (estagio eritrocitico) causada pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos C57BL/6 e DBA-2 (fémeas) deprimiu as
atividades de CYP1A e 2B (EROD e BROD) e induziu a atividade mediada por 2A5 (COH)
no figado. Uma diminuicdo dos niveis de apoproteinas CYP1A também foi encontrada em
camundongos infectados. As enzimas hepaticas de conjugacdo, quer na fragdo microssomal
(UGT e GST), quer na citosolica (GST), ndo foram alteradas pela malaria Os niveis de
glutationa reduzida (GSH), todavia, foram diminuidos nos camundongos C57BL/6 infectados.
Além disso, constatamos que a genotoxicidade (micronicleos em células de medula 6ssea) da
ciclofosfamida (ativada por CYP2B e 3A) e do DMBA (ativado por CYP1A) foi atenuada,
enquanto a de um clastogeno de acgdo direta (EMS) foi exacerbada nos camundongos
infectados com P. berghei. Na segunda parte, investigamos o curso temporal das alteracdes
das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 nos C57BL/6 e DBA-2 infectados com um parasita letal
(P. berghei), ou com um ndo letal (P. chabaudi). Na malaria ndo letal, a depressdo de CYP1A
e 2B (C57BL/6) e a inducdo de CYP2A5 (DBA-2) ocorreram apenas nos dias pés-infecgéo (5
e 6) em que foram registradas as taxas mais elevadas de parasitemia. Em conjunto, 0s
resultados obtidos nessas duas partes do estudo indicaram que, tanto a maléaria letal como a
ndo letal deprimiram as atividades de isoformas CYP1A e 2B e induziram CYP2A5 no figado
dos camundongos. Como uma hipotese foi levantada sugerindo que o NO desempenha papel
decisivo na regulagdo negativa de CYP por estimulos inflamatorios (e.g., LPS), investigamos
se a depressdo de CYP1A e 2B pela maléaria poderia ser atribuida a uma elevacdo do éxido
nitrico (NO). Exceto por uma concentragdo de NO ligeiramente aumentada por volta do dia
de parasitemia maxima nos camundongos infectados com P. chabaudi, nenhum outro
aumento dos niveis sericos de NO foi registrado durante a evolucdo da infeccdo malarica letal
e ndo letal. Para investigar se a NO-sintase (NOS2 ou iNOS) hepética estaria induzida na
maléria, determinamos (RT-PCR quantitativo) os niveis do mRNA da NOS2 no figado (e
também baco e cérebro) dos DBA-2 e C57BL/6 infectados com P. berghei. Os resultados
mostraram que a NOS2 do figado e bago foi acentuadamente induzida pela malaria nos DBA-
2 e, em menor grau, também nos C57BL/6. Portanto, ndo foi possivel descartar a hipotese de
que niveis aumentados de NO seriam eventos necessarios para a depressdo de CYP pela
malaria.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO
Ana Cecilia Amado Xavier de Oliveira

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.

Vi
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1- INTRODUCAO
1.1 Metabolismo de xenobidticos

Ha 50 anos Bernard Brodie, James Gillette e Bert La Du (1958), em memoravel artigo
de revisdo, salientaram que a maioria dos farmacos, e dos outros compostos estranhos ao
organismo, nédo era excretada pela urina, sendo em quantidades muito pequenas, antes de
sofrerem uma modificacdo da sua estrutura quimica. Naquela ocasido, os autores destacaram
que, se ndo existissem no organismo enzimas que catalisam essas transformacdes, a
eliminacdo dos medicamentos seria muito lenta e os seus efeitos excessivamente prolongados,
0 que tornaria a terapia farmacoldgica perigosa ou mesmo inviavel. No mesmo artigo, Brodie
e colaboradores (1958) introduziram o termo compostos estranhos (foreign compounds) para
designar “os compostos organicos encontrados em plantas ou sintetizados (pelo homem) que
normalmente ndo estdo presentes no corpo”. A palavra Xxenobidtico, significando
literalmente estranho a vida, foi introduzida um pouco mais tarde por Mason et al. (1965), e é
hoje amplamente empregada para designar composto (quimico) estranho (ao organismo), tal
como originalmente definido por Brodie et al. (1958).

O processo pelo qual os compostos lipofilicos sdo convertidos, por reacdes
enzimaticas sequenciais, em moléculas mais hidrofilicas, é conhecido como metabolismo ou
biotransformacdo de xenobidticos, embora hormonios e outras substancias endégenas também
sejam substratos para essas enzimas. O metabolismo de xenobidticos compreende dois tipos
de reacdes enzimaticas que sdo conhecidas como reacOes de fase 1 e 2. As reacOes da fase 1
incluem hidrdlises, reducdes ou oxidagoes, que adicionam ou expdem um grupo funcional (-
OH, -NH,, -SH ou —COOH) pré-existente na molécula. As reacGes da fase 2, por outro lado,
envolvem a conjugacdo dos metabdlitos produzidos na fase 1, ou do préprio xenobidtico
ainda ndo transformado, com uma molécula endégena (i.e., reaces de metilacdo, acetilagéo,
sulfatacdo, glicuronidacdo, com a glutationa (i.e., sintese de acido mercaptirico) ou com
aminoacidos (e.g., glicina, taurina, acido glutamico)). Embora as reacdes da fase 1, expondo
ou adicionando grupos funcionais que possibilitam a conjugacdo, tipicamente antecedam as
da fase 2, h& excec0es a esta regra, e reagdes da fase 1 podem, eventualmente, ocorrer apés a
conjugacdo a moléculas endogenas (e.g., hidroxilacdo de esterdides sulfatos). Neste processo
sequencial de transformagdes da estrutura quimica do xenobiotico que conduz a um aumento
da hidrofilicidade, o maior incremento da solubilidade aquosa se d&, via de regra, na fase 2.
Os produtos das reacGes de conjugacgéo (conjugados) séo, geralmente, encontrados nos meios
aquosos de excregéo, (i.e., nas fezes, via bile e na urina).

Facilitando a eliminacéo de moléculas lipofilicas e, portanto, a desintoxicacéo, pode-se

dizer que o metabolismo ou a biotransformacdo dos xenobidticos constitui, conjuntamente



com 0s processos de transporte transmembrana (MDR, Multi Drug Resistance, resisténcia a
multiplas drogas mediada por glicoproteina P), a base do sistema de defesa do organismo
contra a ameaca representada pelos agentes quimicos presentes no ambiente. Esta percepc¢éo
fez com que Daniel W. Nebert salientasse, em instigante artigo publicado em 1979, as
semelhancgas funcionais entre 0 metabolismo de xenobidticos e o sistema imunoldgico, ou
sistema de defesa do hospedeiro contra infecgdes. Segundo Nebert (1979), os dois sistemas
compreendem um conjunto de mecanismos regulados por genes que sao capazes de responder
de forma rapida a modificacbes ambientais adversas. Em ambos 0s casos, 0S sistemas
respondem a um numero aparentemente infindavel de especificidades quimicas e estas
respostas podem ser moduladas pela exposicao prévia ao estimulo, o que é exemplificado pela
inducdo enzimatica, no caso do metabolismo, e pela imunizacéo e sensibilizacdo, no caso do
sistema imunoldgico.

Evidéncias acumuladas nos Gltimos 30 anos sugerem que além desta analogia, ha
também uma integracdo funcional entre os dois sistemas de defesa do organismo contra
adversidades ambientais. Neste sentido, foi observado que a estimulacdo do sistema
imunoldgico (sistema de defesa do hospedeiro contra infeccbes) modula a atividade de
enzimas do metabolismo de xenobidticos e também, possivelmente, a expressdo de proteinas
transportadoras transmembrana (sistema de defesa do organismo contra a ameaga quimica).
Situado no contexto anteriormente delineado, este trabalho é parte de um esforco de pesquisa
voltado para a compreensdo de como se da a relacdo funcional entre os dois sistemas, e das
suas consequéncias para a cinética, o efeito terapéutico e a toxicidade de farmacos e outros

xenobidticos.

1.2 Estimulacéo do sistema imunolégico e metabolismo de xenobidticos

Em uma breve nota publicada ha mais de 50 anos, Samaras e Dietz (1953) relataram
que a injecdo do azul de tripan, corante que interfere com o sistema fagocitico mononuclear
(SFM) hepatico, prolongava, ap6s uma Unica dose, ou encurtava, ap6s multiplas doses, o
tempo de sono barbitdrico em ratos. Posteriormente, Wooles e Borzelleca (1966) verificaram
que o zimosan, outro estimulante do SFM, também prolongava o tempo de sono induzido por
barbitaricos em camundongos, 0 que é consistente com o que havia sido descrito para o azul
de tripan em ratos. Como a duracdo do sono induzido depende da depuragdo hepatica do
barbitarico, estes achados sdo, possivelmente, as primeiras evidéncias experimentais de que a
estimulacdo/bloqueio do sistema imunologico pode alterar o metabolismo e a eliminagdo de

farmacos e de outros xenobioticos.



A observagdo de Samaras e Dietz (1953), entretanto, foi inicialmente interpretada
como um fendmeno isolado. A hipotese de que a estimulacdo do sistema imunologico
modula o metabolismo de xenobidticos s veio a tona décadas mais tarde, quando as enzimas
citocromo P450 (CYP) ja haviam sido caracterizadas por Omura e Sato (1964) e a atividade
catalitica dessas monooxigenases era alvo de grande interesse (Anexo 1).

O marco inicial dos estudos que comecaram a desvendar as relagbes entre o
metabolismo de xenobidticos e o sistema de defesa contra infecgdes pode ser atribuido a
observacdo de que a administracdo de tilorona, um agente indutor de interferon gama (INF-y),
deprimia a atividade de monooxigenases hepaticas de ratos (Leeson et al., 1976, Renton e
Mannering, 1976,). A tilorona, entretanto, ndo inibiu a atividade das monooxigenases quando
0s microssomos foram expostos in vitro, o que indica que o farmaco néo inibe diretamente a
enzima (Renton e Mannering, 1976,). Em seguida, Renton e Mannering (1976p)
demonstraram que um conjunto de tratamentos diferentes (endotoxina de Escherichia coli,
virus Mengo, vacina pertussis, € outros agentes), que tinha em comum a propriedade de
induzir o INF-y, deprimia também os niveis totais de citocromos P450 e a atividade de vérias
monoxigenases no figado de ratos. Diante desses resultados, Renton e Mannering (1976p)
sugeriram que doses terapéuticas de medicamentos de uso continuado, antes bem toleradas
pelo paciente, poderiam tornar-se toxicas durante infecgdes virais ou bacterianas, em virtude
da maior lentiddo de metabolizacdo e eliminagdo. Estudos posteriores em humanos
demonstraram que 0s autores estavam certos quanto a esta possibilidade. Chang et al. (1978)
estudaram a cinética da teofilina em seis criangas asmaéticas durante, e um més apos, um
episodio agudo de infecgdo viral do trato respiratorio superior (confirmado sorologicamente),
e verificaram que a meia-vida de eliminagdo (t12) do farmaco era bem mais longa durante a
doenca (419,8 min) do que apos a recuperagdo (249,9 min). As implicagdes clinicas desta
alteracdo farmacocinética tornaram-se evidentes por ocasido de um surto de gripe (influenza)
que ocorreu no estado de Washington (EUA) em 1980 (Kraemer et al., 1982). Durante a
infeccdo viral, onze criangas asmaticas que recebiam regularmente uma dose estavel e bem
tolerada de teofilina, exibiram uma reducédo da depuracéo do farmaco e passaram a apresentar
sintomas tais como convulsdes, nauseas, vomitos e cefaléia (Kraemer et al., 1982). Esses
sintomas eventualmente aparecem em estados gripais e febris, mas podem também ser
manifestacbes de toxicidade da teofilina, farmaco de margem terapéutica estreita cuja
eliminacdo, como os autores verificaram, torna-se muito mais lenta em consequéncia da
infeccéo viral (Kraemer et al., 1982).

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

que os indutores de IFN- y modulavam o metabolismo de xenobioticos, Ghazal et al. (1974) e,



posteriormente, Cha e Edwards (1976) verificaram que em camundongos infectados com
Schistosoma mansoni ocorria uma acentuada depressdo dos niveis totais de CYP e da
atividade de monooxigenases hepaticas. Estudo subsequente mostrou que o sono induzido
pelo pentobarbital era muito mais prolongado nos camundongos infectados com S. mansoni
do que nos respectivos controles ndo infectados (Coelho et al., 1977). Essas alteragcdes ndo
ocorreram nos casos em que os hospedeiros foram infectados com cercérias de um Unico sexo
(i.e., que ndo originam casais de vermes adultos produtores de ovos) e nas infecgOes de
camundongos atimicos (nude mice) que apresentavam ovos no figado, mas ndo desenvolviam
reacOes inflamatdrias ao redor deles (Cha et al., 1980,; Cha et al., 1980;). Os resultados dos
dois estudos sugeriram que a depressdéo do metabolismo de farmacos observada na
esquistossomose mansonica murina estava associada a formacdo de reagdes inflamatorias
(granulomas) ao redor dos ovos do verme retidos no figado.

Ao longo dos altimos 30 anos, uma série de outros estudos mostrou gque a expressdo e
a atividade de isoformas citocromo P450 no figado e em tecidos extra-hepaticos de animais de
laboratério podem ser moduladas por diferentes tipos de infeccdes virais, bacterianas e

parasitarias.

1.2.1 Modulacéo do metabolismo de xenobiéticos nas infecgdes parasitarias
1.2.1.1 Helmintoses

As observagoes de Ghazal et al. (1974) e Cha e Edwards (1976), em modelos murinos
de esquistossomose mansdnica, foram confirmadas por estudos posteriores que também
encontraram acentuada depressdo dos niveis totais de citocromos P450 e da atividade de
monooxigenases no figado de camundongos infectados hd 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 alteracbes que ocorrem nas
quatro semanas iniciais (fase aguda) da infeccéo, etapa em que 0s vermes ainda ndo atingiram
a maturidade sexual e ndo comecaram a oviposicdo, forneceram resultados até certo ponto
conflitantes. Dois estudos egipcios relataram que as atividades da aminopirona desmetilase,
da anilina hidroxilase e da N-dimetilnitrosamina desmetilase (NDMA-d) aumentavam em
camundongos infectados com S. mansoni, alcangando o valor maximo por volta do dia 30
pos-infeccdo e declinando acentuadamente apos esse dia (El-Bassiouni et al., 1984; Mostafa
et al., 1984). Outro trabalho do mesmo grupo de pesquisadores encontrou aumento da
atividade de monooxigenases hepaticas 15 (pentoxiresofurina-O-despentilase, PROD) e 30
(NDMA-d) dias apés a infeccdo de camundongos com S. mansoni (Sheweita et al., 2002).
Awney et al. (2001) relataram ainda um aumento da atividade da AHH (aryl hydrocarbon



hydroxylase, ou benzo[a]pireno hidroxilase) no figado de camundongos trinta e trés dias ap6s
a infeccdo. Segundo os autores, a fragcdo microssomal hepatica obtida dos camundongos
infectados (dia 33 pos-infeccdo), quando empregada no teste de Ames, converteu o
benzo[a]pireno (B[a]P) em metabdlitos mutagénicos mais eficientemente do que a fracéo
microssomal de animais controles nédo infectados (Awney et al., 2001). Sheweita et al. (2002)
também descreveram que microssomos hepaticos de camundongos infectados com S. mansoni
tratados com B[a]P formam mais adutos de DNA (&cido desoxiribonucleico) do que
microssomos de controles ndo-infectados. Em conjunto, os estudos desse grupo de
pesquisadores sugerem que, na fase inicial da esquistossomose mansénica murina, até os dias
30-33 pobs-infeccdo, quando praticamente ndo ha ovos retidos no figado, ha exacerbacéo da
atividade de algumas monooxigenases e aumento da ativacdo metabolica de pro-mutagenos.
Contrastando com esses resultados, que sugerem um efeito bifasico da infeccdo mansénica
(exacerbagdo das monooxigenases na fase aguda e depressdo na fase cronica da infecgéo),
estudo recente de Manhdes-Rocha et al. (2005) ndo encontrou alteracbes expressivas e
consistentes dos niveis totais de citocromos P450 e da atividade catalitica de CYP1A, 2A5,
2B e 2E1 no figado de camundongos Swiss Webster e DBA-2, quinze e trinta dias apos a
infeccdo.

Dois estudos mostraram que alteracOes da atividade de monooxigenases também
ocorrem nas infecgbes experimentais ou clinicas com outros trematddeos do género
Schistosoma. Wang et al. (1993) observaram que as atividades da anilina hidroxilase e da
aminopirona-N-desmetilase, assim como 0s niveis totais de citocromo P450 estavam
deprimidos, enquanto o tempo de sono barbitarico estava prolongado, em camundongos
infectados com Schistosoma japonicum, seis semanas ap0s a infec¢do. Sheweita et al. (2001),
por outro lado, determinaram a expressao e a atividade de CYP2E1, assim como a atividade
de outras monooxigenases, em amostras de bidpsia de bexiga urinaria de 15 pacientes
infectados com Schistosoma haematobium. Os autores verificaram que a expressdo e a
atividade de monooxigenases era maior nos fragmentos de tecido contendo ovos de S.
haematobium do que nos fragmentos de tecido que ndo tinham ovos do parasita, e que,
portanto, estavam livres das reacdes inflamatorias que se formam ao redor deles.

Alteracdes da atividade de monooxigenases hepaticas também foram notadas em
outras infecgdes helminticas, particularmente naquelas causadas pelos trematddeos Fasciola
hepatica e Opistorchis viverrini. Formas jovens desses dois vermes, em determinada fase da
infeccdo, migram através do parénquima hepéatico produzindo extensa lesdo e reagdo
inflamatdria ao longo do caminho percorrido no tecido do hospedeiro. Estudos experimentais,

em roedores e ovelhas, tém constatado que a fascioliase causa uma regulacdo negativa da



atividade de varias 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
depressdo quase generalizada, tem sido observada a inducdo da CYP2AS5, isoforma murina
ortéloga da CYP2A6 humana (Montero et al., 1999).

A inducdo de CYP2A5 tem sido evidenciada também em hamsters infectados com o
O. viverrini (Kirby et al., 1994). Digno de nota ¢ o fato da infeccdo humana com O. viverrini
estar associada a ocorréncia de cancer hepatico na Tailandia e outros paises do sudeste da
Asia, ja que CYP2A5 (murina) e 2A6 (humana) catalisam a ativacdo de diversos carcindgenos
quimicos (Satarug et al., 1996).

Tekwani et al. (1990) descreveram que a infeccdo de hamsters com o helminto
Ancylostoma ceylanicum produz um acentuado declinio dos niveis totais de CYP e das
atividades da aminopirona-desmetilase e da benzo[a]pireno hidroxilase em microssomos
hepéaticos. O prolongamento do tempo de sono barbitirico e da paralisia causada pela
zoxazolamina nos hamsters infectados sdo evidéncias adicionais de que a infec¢do helmintica
deprimiu o metabolismo de xenobioticos (Tekwani et al., 1990).

Montero et al. (2003) relataram que os niveis totais de CYP e as atividades de CYP
1Al e 2B1 aumentaram, enquanto a atividade catalitica da CYP2E1 permaneceu inalterada,

no figado de ratos infectados com metacestodeos da Taenia taeniformis.

1.2.1.2 Protozooses

Alteracbes das enzimas envolvidas no metabolismo de xenobidticos foram
evidenciadas também em infec¢Ges com parasitas unicelulares ou protozoarios.

A depressdo da atividade da anilina-hidroxilase (CYP2E1), da aminopirona-N-
desmetilase (CYP2B e 2C11) e dos niveis da glutationa foi observada no figado de ratos
infectados com Trypanosoma brucei brucei (Emerole et al., 1983).

Reducoes da atividade de monooxigenases hepaticas e dos niveis totais de citocromos
P450 também foram notadas em roedores infectados experimentalmente com Leishmania
donovani. Singh et al. (1989), por exemplo, demonstraram que as concentragdes totais de
CYP, de heme e a atividade de monoxigenases estavam deprimidas no figado 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 diminuidas, enquanto as atividades da epdxido hidrolase e
da NADH-citocromo b5 redutase permaneciam inalteradas na fracdo microssomal hepatica de
camundongos infectados com L. donovani. Os autores verificaram ainda que a epoxido

hidrolase citosolica estava induzida nos camundongos infectados com a L. donovani (Coombs



et al.,, 1990). Em contraste com os efeitos observados com L. donovani, que causa a forma
visceral (calazar) da doenca, a infeccdo de camundongos BALB/c com a Leishmania major,
agente etiologico da forma tegumentar da leishmaniose no Velho Mundo, ndo produziu
alteracOes dos niveis de proteinas microssomais hepéticas e dos niveis totais de CYP, apesar
da intensa proliferacdo dos parasitas nas células de Kupffer e da forte reducdo da fagocitose
(Al-Mofleh et al., 1989).

A depressdo da atividade de monooxigenases hepaticas (desmetilacdo 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, 0 mesmo grupo de
pesquisadores demonstrou que a infeccdo reduzia as velocidades de desmetilagdo da
eritromicina e da ciclosporina e 0s niveis totais de CYP e de CYP3A, no figado e no jejuno.
Além disso, Berg-Candolfi et al. (1996) notaram que o tratamento dos camundongos
infectados com um anticorpo contra 0 INF-y antagonizava o declinio dos niveis totais de
CYP, e que a administracdo de N-acetilcisteina (NAC), neutralizador de espécies reativas de
oxigénio (EROs), revertia a diminuicdo dos niveis totais de CYP e de CYP3A e a reducéo das
atividades enzimaticas. Por outro lado, o tratamento com N“-monometil-L-arginina (NMMA),
inibidor dos intermediarios reativos de nitrogénio, produziu resultados inconsistentes (Berg-
Candolfi et al., 1996). Esses resultados, em modelo murino de toxoplasmose, sugerem que a
elevagéo do IFN-y e das EROs poderia ser um elo na cadeia de eventos desencadeados pela
infecc@o que acabam resultando na depressédo da atividade de CYP.

Os estudos anteriormente mencionados indicam que as enzimas envolvidas no
metabolismo de xenobidticos sdo afetadas, em geral deprimidas, durante infeccbes com
Trypanosoma brucei, Leishmania donovani e Toxoplasma gondi. Além das evidéncias obtidas
com esses protozoarios, alguns estudos sugerem que a malaria também é capaz de alterar a
atividade de enzimas citocromo P450. As evidéncias disponiveis na literatura, sugerindo que a
malédria modula a atividade de enzimas de biotransformacdo de xenobioticos serdo

comentadas mais adiante nesta introdugéo.

1.2.2 Modulagdo do metabolismo de xenobioticos nas infecgdes bacterianas

Nos ultimos anos, uma série de estudos experimentais tem indicado, consistentemente,
que infeccOes bacterianas, tanto as produzidas por bactérias gram positivas quanto aquelas
causadas por bactérias gram negativas, sdo capazes de modificar o metabolismo de

xenobidticos.



Batra et al. (1987) mostraram que a tuberculose experimental induzida em cobaias
produziu hepatomegalia, deprimiu as concentracOes totais de CYP e da NADPH-citocromo ¢
redutase e reduziu a atividade de monooxigenases nos animais infectados. Contrastando com
a depressdéo das monooxigenases, as enzimas de conjugacdo uridina difosfo-
glicuroniltransferase (UGT) e glutationa S transferase (GST) estavam induzidas no figado das
cobaias. Os autores sugeriram que o distdrbio da integridade da membrana poderia estar
associado a menor capacidade de biotransformagdo neste modelo experimental de
tuberculose.

Krakovskia et al. (1989), por outro lado, observaram que, em microssomos hepéticos
de ratos infectados com uma bactéria gram-negativa do género Salmonella, ha reducédo da
atividade catalitica de CYP (aminopirona-N-desmetilase, anilina hidroxilase, NADPH
citocromo c redutase) e depressao dos niveis totais de CYP e do citocromo b5 durante a fase
aguda da doenca, com retorno aos niveis basais apds o periodo de convalescenca.

Lescut et al. (1991) relataram que ha depressdo dos niveis hepaticos de CYP
acompanhada por aumento dos niveis 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 depressdo dos niveis totais de CYP e de heme, e uma exacerbacéo da
atividade da heme oxigenase, e atribuiram a depressdo de CYP a hemolisina liberada pela
bactéria.

Em 1993, Armstrong e Renton obtiveram evidéncias de que a depressdo da atividade
de CYP1A e CYP2D9 em camundongos infectados com L. monocytogenes resultaria de
alteragOes pré-traducionais. Em 1994, os mesmos autores associaram a depressdo de CYP a
producdo de hemolisina na infecgdo por L. monocytogenes.

Khatsenko et al. (1998), investigando o efeito da infeccdo pela Chlamydia
trachomatis, encontraram uma depressdo de CYP1A e 2B no figado de camundongos
BALB/c. Para investigar se o oxido nitrico (NO) desempenhava um papel na reducdo das
atividades cataliticas de CYP desencadeada pela infeccdo, os autores inibiram a NOS
induzivel (iNOS ou NOS2) com a L-N®-nitroarginina metil éster (L-NAME) e notaram que
ocorria uma reversdo da depressdo de CYP. Baseados nesta e em outras evidéncias
experimentais (comentadas mais adiante), Khatsenko et al. (1993) sugeriram que a depressédo
da atividade de CYP nas infec¢cOes era mediada pela elevagéo do NO.

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

positiva L. monocytogenes pela via intracerebral reduziu os niveis totais hepaticos de CYP



quarenta e oito horas apos a infeccdo, e as atividades cataliticas de CYP1A e 2B, quarenta e
oito e setenta e duas horas apos a infeccao, respectivamente.

Richardson et al. (2006) relataram que a infec¢do de camundongos com Citrobacter
rodentium (equivalente a infeccdo pela bactéria enteropatogénica Escherichia coli em seres
humanos) reduziu os niveis dos mMRNAs de CYP 4A10, 4A14, 3A1l, 2C9, 4F14 e 4F15 e
aumentou os niveis dos mMRNAs de CYP2A5, 4F16 e 4F18. Nesse mesmo estudo, 0S autores
notaram que a infecgdo reduziu os niveis das proteinas CYP2C, 3A e 4A, mas ndo alterou 0s
niveis da proteina CYP2E (Richardson et al., 2006).

AlteracOes de atividade e expresséo 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 canaliculos biliares intra-hepéticos) desenvolvem um quadro de hepatite cronica que pode
evoluir para carcinoma hepatocelular (Chomarat et al., 1997; Sipowicz et al., 1997). Apoés a
descoberta do H. hepaticus, dois estudos apresentaram evidéncias (m-RNA,
imunohistoquimica e atividade de CYP1A - etoxiresorufina-O-desetilase, EROD e
metoxiresorufina-O-desmetilase, MROD - e 2A5, cumarina 7-hidroxilase, COH) de que ha
aumento da expresséo e atividade de isoformas CYP1A e 2A5 com a evolucdo da hepatite,
embora os autores ndo tenham notado alteracdo dos niveis totais de CYP no figado (Chomarat
et al., 1997; Sipowicz et al., 1997). Indicacdes de exacerbacdo do estresse oxidativo e
aumento da expressdo (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 regulacéo negativa de isoformas CYP hepaticas foi observada também em modelos
de sepses polimicrobiana, desencadeada por CLP (cecal ligation and puncture) em ratos. A
expressao de CYP1A2 (m-RNA e proteina) foi deprimida, enquanto a expressdo da CYP4Al
permaneceu inalterada no figado de ratos Sprague-Dawley 20 horas apds a CLP (Crawford et
al., 2004). Em outro estudo do mesmo grupo, os autores demonstraram que, apés a CLP em
ratos, a depressdo da expressao (mMRNA) do receptor Ah (AhR) — receptor envolvido na
regulacdo dos genes das enzimas das subfamilias CYP1A e 1B - e de CYP1AZ2 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 pro-
inflamatorias (interleucina 1p - IL-1B — e fator de necrose tumoral o, TNF-a) desencadeado
pela CLP (Wu et al., 2006).

As redugOes da expressdo e atividade de enzimas de biotransformacdo de
xenobidticos, encontradas em modelo experimental de sepses polimicrobiana, sdo consistentes

com os resultados de um estudo clinico relatado por Carcillo et al. (2003). Neste estudo, os



autores observaram que criancas com sepses exibiam uma acentuada reducdo
(aproximadamente duas vezes) da depuracao da antipirina, depressédo esta que era ainda maior
(quatro vezes) quando as criangas apresentavam faléncia persistente de multiplos (trés ou
mais) 6rgdos (Carcillo et al., 2003). Como a eliminacdo da antipirina depende de reacdes de
monooxigenacao catalisadas por varias isoformas CYP, tais como 1A2, 2B6, 2C9, 2C18 e
3A4, a reducdo da depuracéo deste farmaco na sepses possivelmente foi devida a depressao da

atividade dessas enzimas.

1.2.3 Modulagao do metabolismo de xenobioticos nas infecgdes virais

As infecges virais (e.g., pelo virus Mengo) estavam representadas entre os indutores
de INF-y que, segundo Renton e Mannering (1976p), eram capazes de deprimir os niveis totais
de citocromo P450 e a atividade de monooxigenases no figado de ratos. Apds esse relato
pioneiro de Renton e Mannering (1976p), uma série de trabalhos constatou que outras
infeccOes virais também eram capazes de alterar a expressdo e a atividade de enzimas de
biotransformacao de xenobidticos.

Como aparente excecdo a essa regra, ha alguns casos em que os autores relatam nao
ter encontrado alteracdes do metabolismo de xenobidticos em infec¢des virais. Armstrong e
Renton (1993), por exemplo, verificaram que a hepatite provocada por um virus da familia
Coronaviridae ndo modificava as reacdes da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), reacdo
marcadora de CYP1A e da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD), marcadora de
CYP2B, em microssomos hepéaticos de camundongos BALB/c. A maioria dos trabalhos
encontrados na literatura, entretanto, parece confirmar a observagéo de que o metabolismo de
xenobioticos € modulado nas infecgBes por virus.

Neste sentido, Funseth et al. (1994) observaram que, em camundongos infectados com
0 virus humano coxsackie B3, ocorria um aumento da captacdo da 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-
p-dioxina (TCDD) pelo cérebro, pancreas, coragdo, baco e figado, no dia quatro pés-infecgéo,
que correspondia ao pico da viremia. Posteriormente, 0s autores demonstraram que, em
camundongos infectados com o virus coxsackie B3, havia uma reducdo da atividade de
CYP1A1 de 75% entre os ndo-tratados, e de 30% entre 0s animais previamente tratados com
TCDD (Funseth et al., 2002).

Chemin e colaboradores (1999) mostraram que camundongos tornados transgénicos
por incorporacdo do DNA do virus da hepatite B (HBV) ao seu genoma eram portadores de
lesdo hepatica que progredia com a idade e estava associada ao acumulo do antigeno HBs
(HBsAQg) nos hepatdcitos. Esses camundongos transgénicos para hepatite B apresentavam

aumento dos niveis da proteina CYP1A e 2A5, quando expressavam quantidades citopaticas
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de HBsAg. Digno de nota é o fato dos animais mais velhos exibirem também alteragdes de
enzimas da fase 2, (i.e., 0s transgénicos expressaram mais a isoforma GST pi, mas ndo a GST
alfa).

Mileva et al. (2000) descreveram que, em camundongos infectados com o virus da
influenza, ocorria intensificacdo do estresse oxidativo no figado, evidenciado pela maior
peroxidacdo lipidica, redugcdo dos niveis totais de citocromo P450, depresséo das atividades
de NADPH citocromo c redutase e das reacbes de monooxigenacao, tais como a hidroxilagdo
da anilina e da aminopirona, e a desmetilacdo da etilmorfina. Esses efeitos foram mais
acentuados no sétimo dia apos a inoculacdo do virus, e a administracdo prévia do antioxidante
vitamina E pareceu té-los revertido, sugerindo que eles teriam sido mediados pela
exacerbagdo do estresse oxidativo na infecgdo.

Li et al. (2006) estudaram o efeito do virus HBV sobre a atividade catalitica e a
expressdo da proteina CYP3A4 humana, avaliada por immunoblotting, em pacientes com
infeccdo crbnica. Os autores observaram que a atividade e a expressdo da proteina eram
deprimidas pela infec¢éo.

Os efeitos da infeccdo cronica pelo virus da hepatite C sobre CYP1Al foram
investigados por Anderson et al. (2006) em uma linhagem de células de hepatoma humano
que expressavam o replicon subgendmico HCV. O tratamento das células com TCDD
(potente indutor de CYP1A) levou a uma reducéo da transcrigdo de CYP1AL, diminuicdo esta
que era parcialmente revertida apds o pré-tratamento das células com anti-oxidantes. Estes
estudos mostraram que a regulagéo da transcri¢do do gene CYP1A1 pelo receptor Ah, do qual

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

1.2.4 Modulagao do metabolismo de xenobidticos em modelo experimental de artrite e de
doenca inflamatoria do intestino

Nos ultimos anos, varios estudos mostraram que, além das infeccdes comentadas nas
seccOes anteriores, processos inflamatdrios ndo infecciosos também modulam o metabolismo
de xenobioticos. Um dos exemplos da modulagdo do metabolismo por inflamacGes assépticas
é a alteracdo de expressdo e atividade de CYP e enzimas transportadoras — proteinas que
bombeiam toxinas e xenobioticos 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 reumat6ide humana. Neste modelo, Uno et al. (2007) verificaram que
as atividades de enzimas da subfamilia CYP3A (reacdes de hidroxilacdo do midazolam na

posicdo 1, e de hidroxilacdo da 7-benziloxi-4-trifluorometil-cumarina na posicdo 7) estdo
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deprimidas no intestino de ratos artriticos. Esse efeito depressor sobre CYP3A foi mais
acentuado no segmento superior do intestino, onde as atividades da enzima transportadora
glicoproteina P (P-gp) tambem 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 xenobidticos sdo deprimidas no intestino durante a
artrite induzida em ratos. Essa concluséo € consistente com observacdes de estudos anteriores
que evidenciaram que a cinética de farmacos, 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 reumatoide tém comecado a
desvendar os possiveis mecanismos subjacentes a estas alteracdes de atividade e expressao de
CYP e proteinas transportadoras na fase crénica da doenca.

Ashino et al. (2007), por exemplo, observaram em camundongos transgénicos (por
incorporagdo de material genético do virus HTLV-1) que desenvolvem artrite crénica,
elevadas concentracOes de IL-6 acompanhadas de reducdo dos niveis de expressdo (m-RNA e
proteina) e atividade (hidroxilagdo da testosterona na posi¢do 6B) de CYP3All, além da
inducdo (MRNA) da metalotioneina-1/2 no figado. Quarenta e oito horas apds o tratamento
dos camundondongos transgénicos artriticos com anticorpo anti-IL6, houve reversdo da
supressdo do m-RNA de CYP3AL1 e da super-expressdo do mRNA da metalotioneina, com
retorno aos niveis comparaveis aos encontrados em animais transgénicos que nao
desenvolveram artrite (Ashino et al., 2007). Esse trabalho sugere, portanto, que a elevacao de
IL-6 seria evento necessario para a modulacéo da expressao de CYP e enzimas tranportadoras
na artrite cronica.

Kawase et al. (2007), por outro lado, estudaram, em camundongos com artrite
induzida por colageno, a expressdo (m-RNA) de dois receptores nucleares, o receptor
pregnane X (PXR: pregnane X receptor) e o receptor constitutivo androstane (CAR:
constitutive androstane receptor), que estdo envolvidos na regulacdo da transcricdo de
proteinas transportadoras e CYP. Os niveis de PXR estavam reduzidos no intestino, enquanto
os de CAR estavam deprimidos no figado e no intestino de camundongos artriticos. Nesses
camundongos artriticos, os niveis (MRNA) das enzimas transportadoras multidrug-resistance
la/b (MDR1la/b) e multidrug-resistance protein 3 (MRP3) e do CYP2B10 estavam
deprimidos no figado, mas pouca ou nenhuma alteracdo foi encontrada pelos autores em
relacdo aos niveis de CYP3AL11 no figado e de transportadoras no intestino. Esses resultados

sugerem que a supressdo da expressao do receptor CAR causada pela atrite teve diferentes
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consequéncias em termos da regulacdo da expressdo de CYP e transportadoras no figado e no
intestino.

As doengas inflamatdrias do intestino (DII) em seres humanos (e.g., colite ulcerativa e
doenca de Crohn) caracterizam-se pela intensa reacdo inflamatoria da mucosa intestinal.
Recentemente, Masubuchi e Horie (2004) investigaram as alteracdes de atividade de CYP
hepaticas (CYP3A2, 2C11, 1A2, 2E1 e 2D2) em um modelo experimental bem estabelecido
de DIl em ratos (DSS - dextran sulfato de sodio - a 3% administrado na agua de beber por 7
dias). Os autores verificaram que, com exce¢do da CYP2D2, a atividade das demais isoformas
examinadas estava deprimida no figado dos ratos que receberam DSS. Foi observado ainda
que, nos animais tratados com DSS, a administracdo de polimixina B bloqueou seletivamente
a depresséo das atividades de CYP3A2 e 2E1, enquanto, por outro lado, o tratamento com
metronidazol impediu a depressdo 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 regulagdo negativa da atividade de isoformas CYP hepéticas neste
modelo de DII.

Em um outro modelo de colite em ratos, Masubuchi et al. (2008) observaram também
uma regulagéo negativa de isoformas CYP (CYP3A2 e 2C11 e em menor grau, 1A2 e 2E1)
no figado. Neste modelo, a colite experimental foi produzida pelo tratamento dos ratos, por
via intracolonica, com acido sulfénico trinitrobenzénico (TNBS, 100 mg/kg) dissolvido em
etanol a 30%, sendo a inflamacdo local do célon acompanhada por niveis elevados de
endotoxina, IL-6 e 6xido nitrico (NO) na veia porta hepética. Os autores verificaram ainda
que a nimesulida (inibidor preferencial da ciclooxigenase 2, COX2) protegeu os ratos tratados
com TNBS da regulacdo negativa de CYP3A2 no figado. A polimixina B (que neutralizou a
endotoxina), a curcumina (que tem propriedades anti-inflamatdrias) e o cloreto de gadolinium
(que inativa macrdfagos) também atenuaram a regulacdo negativa de CYP3A2 no figado.
Esses resultados de Masubuchi et al. (2008) sugerem que substancias que escapam do tecido
intestinal (colon) inflamado, ativariam as células de Kupffer, desencadeando a regulacéo
negativa de CYP hepaticos.

1.2.5 Modulagdo do metabolismo de xenobidticos por endotoxinas, vacinas e citocinas
pro-inflamatorias
1.2.5.1 Endotoxinas

Da mesma forma que as infecgdes bacterianas propriamente ditas, as endotoxinas, que
sdo componentes lipopolissacaridicos da face externa da parede celular de bactérias gram-

negativas, quando isoladas e administradas a roedores também sdo capazes de alterar a
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expressdo e atividade de enzimas de biotransformagdo de xenobio6ticos. O primeiro registro
deste fato parece ter sido o trabalho de Renton e Mannering (1976), em que 0s autores
testaram os efeitos de varios agentes indutores de interferon, entre os quais estava incluido o
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. Estudos posteriores confirmaram amplamente
que as endotoxinas modulam o metabolismo de xenobidticos e, por ser modelo experimental
mais simples do que as infec¢des, a administragdo de LPS tem sido, possivelmente, a forma
de estimulacdo mais empregada para investigar os mecanismos envolvidos na modulagéo da
biotransformacao pela inflamacéo e infecgdo em roedores.

Sasaki et al. (1984) descreveram que a administracdo aguda de endotoxina (LPS de E.
coli) prolongava a duragdo do sono induzido pelo pentobarbital, e reduzia os niveis totais de
CYP e a velocidade de metabolizacdo do pentobarbital, da ciclofosfamida, da anilina e da
aminopirona em microssomos hepaticos de camundongos.

Experimentos relatados por Stanley et al. (1988) sugerem que, em camundongos, 0
tratamento com o LPS pode resultar tanto em supressdo, como evidenciado pela maioria dos
estudos, quanto em potenciacdo 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 hepéticas haviam sido previamente induzidas por tratamento com
fenobarbital ou 3-metilcolantreno, a administracdo de doses baixas da endotoxina aumentava
a atividade de monooxigenases (EROD, etoxicumarina-O-desetilase — ECOD - e reacdo de
desmetilacdo da benzfetamina), enquanto uma depressdo dessas atividades aparecia com
doses mais elevadas.

Sewer et al. (1996) relataram que o tratamento com LPS deprimia a expressao (m-
RNA e proteina) constitutiva de CYP3A2 e 2E1 e, concomitantemente, induzia a expresséo de
CYPs da subfamilia 4A no figado de ratos. Em trabalho subseqiiente, Sewer et al. (1997)
verificaram ainda que a injecdo por via intraperitoneal de LPS, ou de substancias irritantes
(SiO,, BaS0Oq,, kaolin), causava uma regulacdo negativa da expressao (MRNA e proteinas) de
CYP2C11, n&o alterava a expresséo de 2E1 e 3A2, e induzia a de 4A1, 4A2 e 4A3 no figado
de ratos Fischer 344. Os niveis do m-RNA de CYP2EL, 4A2 e 4A estavam aumentados no
cortex 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 0s
irritantes (Sewer et al., 1996).

Neste sentido, Rockich e Blouin (1999) demonstraram que, em ratos Sprague-Dawley,
ocorria uma depressdo da atividade de CYP2E1 no figado e uma correspondente reducgéo da
depuragdo (35%), e aumento da meia-vida (t1,) de eliminagdo (167%) da clorzoxazona, 24
horas apos 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 séo 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 (CYP1Al/2, 2E1 e 3A) em camundongos. Em virtude desta constatagéo,
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 farmacos em pacientes.

E interessante notar que a injecdo de LPS diretamente no ventriculo lateral do cérebro
de ratos causou uma resposta inflamatéria local no sistema nervoso central, que foi
acompanhada por uma regulacdo negativa dos niveis e atividade de CYP, tanto no cérebro
quanto no figado (Renton e Nicholson, 2000). Neste caso, a possibilidade do efeito no figado
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., ndo teve
qualquer efeito sobre CYP, quando foi administrada por via intraperitoneal (i.p.). Em
trabalho posterior, 0s mesmos pesquisadores mostraram que a injecéo i.c.v. de LPS aumentou
0s niveis séricos de varias citocinas (TNF-a, IL6-a, IFN-y) (Nicholson e Renton, 2001). A
injecdo dessas citocinas por via i.c.v., entretanto, simulou os efeitos do LPS - injetado por via
i.c.v. - no cerebro (i.e., deprimiu CYP1A, EROD), mas ndo reproduziu os efeitos no figado
(i.e., ndo alterou CYPs hepaticas). 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 ndo parecem participar do
processo de sinalizacdo cerebral que leva a regulacdo negativa de CYP no tecido hepatico
(Nicholson e Renton, 2001).

O envolvimento dos receptores nucleares CAR e PXR na modulagdo de CYPs
hepaticos 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 reducdo da
expressdao (MRNA) do CYP2B10 e de isoformas da subfamilia 3A era acompanhada por
acentuada reducdo, quatro horas apds o tratamento, dos niveis do m-RNA de CAR e PXR.
Esses dois receptores nucleares desempenham papel chave na transativacdo do gene CYP2B10
e de genes de algumas isoenzimas da subfamilia 3A. Os autores também notaram uma
marcante reducdo do mRNA do receptor RXR (retinoid X receptor), parceiro obrigatorio dos
receptores CAR e PXR na ligacao aos sitios de alta afinidade no DNA. Digno de nota também

é o fato do LPS ter revertido a regulacdo positiva do CYP3A causada pelo tratamento dos
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camundongos com RU486, ou mifepristona, um esterdide sintético (anti-progestégeno) que €
ligante do receptor PXR (Beigneux et al., 2002).

Cheng et al. (2003) demonstraram que a regulacdo negativa da expressdo (mMRNA) de
CYP2C11, 3A2 e 2E1 no figado de ratos que receberam uma inje¢do de LPS (1 mg/kg)
aparecia uma a duas horas apds 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 regulacdo (supressdo) de CYP pelo LPS ocorreu ao nivel transcricional. A
partir dos resultados obtidos, entretanto, ndo € claro que fatores nucleares estariam envolvidos
nessa regulacéo de CYP pela endotoxina.

Utilizando camundongos knockout (KO) para TNF-a, IL-1a/p e IL-6, Ashino et al.
(2004) investigaram se estas citocinas estariam envolvidas na depressédo de CYPs hepaticos
causada pelo tratamento com LPS e com o Bacillus Calmette-Guérin (BCG, 40 mg/kg). Os
niveis de m-RNA de CYP3A1l e 2C29 foram reduzidos 24 horas apds o tratamento de
camundongos KO para IL-1a/p com BCG. Nos animais KO para TNF-a, os niveis de mRNA
de CYP3A11, mas ndo os de 2C29, foram reduzidos pelo BCG. O efeito depressor do BCG
sobre a expressédo de CYP3A11l e 2C29 ndo apareceu nos animais KO para IL-6. O LPS, por
outro lado, diminuiu os niveis de mMRNA das duas isoformas em todos os camundongos KO
para as mencionadas citocinas (TNF-a, IL-10/B e IL-6). Em virtude desses resultados, 0s
autores especularam que a IL-6 e 0 TNF-a, provavelmente, estariam envolvidos na regulacéo
negativa das duas isoformas CYP (3A11 e 2C29) no tecido hepatico de camundongos.

De modo analogo ao que foi visto em roedores, a alteracdo da atividade das enzimas
de biotransformacao de xenobioticos, em decorréncia do tratamento com LPS de E. coli, foi
demonstrada também em mamiferos ndo roedores, como o porco (Monshouwer et al., 1996) e
0 coelho (Saitoh et al., 1999).

Alguns estudos mostraram que, de forma semelhante a que tem sido observada em
animais de laboratorio, a endotoxina de bactérias gram-negativas (LPS de E. coli) também &
capaz de deprimir o metabolismo de farmacos mediado por CYP em seres humanos.
Shedlofsky et al. (1994) administraram a voluntarios saudaveis do sexo masculino, uma dose
oral de um coquetel de farmacos composto por antipirina (250 mg), hexobarbital (500 mg) e
teofilina (150 mg), antes (injecdo de salina apenas) e 30 minutos apo6s uma ou duas injecdes
(espacadas de 30 minutos) de LPS. Em ambos os casos (uma ou duas doses), o tratamento
com LPS causou febre, aumento dos niveis de TNF-a, IL-13, IL-6 e de proteinas de fase
aguda no soro, assim como uma reducdo da depuracdo dos trés farmacos do coquetel,
diminuigdes estas que foram mais acentuadas ap6s a segunda injecdo de LPS e apresentaram

correlagdo com os valores maximos iniciais de TNF-a e IL-6. Posteriormente, um estudo
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semelhante realizado com um grupo de mulheres sadias encontrou decréscimos da depuracao
dos trés farmacos apds o tratamento com LPS (20 a 31%) de magnitude comparavel a
depressdo que havia sido observada no ensaio clinico 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 revisdo da literatura voltada para o clinico,
salientaram que a depressdo do metabolismo oxidativo (via CYP), aliado as reducbes da
perfusdo de figado e rins, pode levar a dramaticas alteragcdes da depuracdo de farmacos em
pacientes com sepses e choque séptico. Essas modificagdes farmacocinéticas, e as possiveis
alteracfes farmacodinénicas (e.g., variagdes das afinidades por receptores), como comentam
0s autores, tornam o uso de medicamentos, e a escolha do regime de doses mais adequado
para o0 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, freqlentemente, contém wuma certa quantidade de
lipopolissacarideos, toxinas e outros componentes de bactérias que, tal como demonstrado por
Renton e Mannering (1976p) e por varios outros pesquisadores para as endotoxinas, sao
capazes de modular a expressdo e a atividade de isoformas CYP hepaticas. Nédo €
surpreendente, portanto, que relatos de alteracbes, em geral depressdo, de atividade de
isoformas CYP possam ser encontrados na literatura.

MacNee e Nimmo-Smith (1977), por exemplo, descreveram que uma Unica dose (50
mg/m?®) da vacina contra a bactéria Corynebacterium parvum, injetada por via i.p. em
camundongos CBA, aumentava o0 peso do figado, prolongava o tempo de sono induzido pelo
hexobarbital, reduzia o contetido total de CYP e a atividade da reacdo de desmetilagdo do p-
nitroanisol na fragcdo microssomal hepética. Diferente do efeito de duracéo relativamente curta
que tem sido descrito para uma Unica 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 apo6s a injecdo, e que a atividade metabolica
retornava lentamente aos niveis basais (controles) 20 a 30 dias mais tarde.

Estudos em ratos tém mostrado, consistentemente, que a vacina BCG, ap0s inje¢des
unicas ou repetidas, quer pela via intracutanea, quer pela intravenosa, é capaz de reduzir a
atividade de monooxigenases hepaticas, como a etoxicumarina-O-desetilase, a hidrocarboneto
arilico 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 depressdo de CYP total e da atividade de monooxigenases hepéticas ocorria
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por até 10 a 15 dias ap6s uma injecdo Unica, e era acompanhada por hepato-esplenomegalia e
prolongado aumento da atividade da heme oxigenase. Baseados nessa observagéo, os autores
sugeriram que 0s dois eventos estariam associados, e que a inducdo da heme oxigenase
poderia levar a uma degradacdo aumentada do heme e, portanto, a uma menor disponibilidade
deste para a sintese dos CYPs que sdo hemoproteinas (Matsuura et al., 1985).

A vacina pertussis (celular, Bordetella pertussis) apresenta um potente efeito
depressor sobre a expressédo e atividade de isoformas CYP hepaticas de roedores, comparavel
em intensidade e duracdo, a supressdo induzida pela C. parvum. Renton e Mannering (1976y)
listaram a vacina pertussis entre os agentes indutores de INF-y que tinham em comum a
propriedade de deprimir o metabolismo oxidativo de xenobiéticos. Posteriormente, Renton
(1979) verificou que a vacina contra a Bordetella pertussis diminuia a velocidade de
hidroxilacdo da fenitoina e aumentava consideravelmente (4 vezes) a meia-vida (ty,) de
eliminacdo deste farmaco anticonvulsivante em ratos. Ansher et al., em uma serie de
trabalhos, mostraram que a administragdo da vacina pertussis isolada, ou do componente
pertussis associado com o toxoide tetanico, ou ainda da vacina DPT (difteria, pertussis e
tétano), produzia uma depressdo dos niveis totais de CYP e da expressdo e atividade de
isoformas CYP no figado de camundongos C57BL/6 (Ansher et al., 1992, Ansher et al., 1993,
Ansher e Thompson, 1994). Essa depressdo de CYPs hepéticos surgia logo apos a injecdo da
vacina (dose unica), retornava em seguida aos niveis basais e, depois, voltava a aparecer, sete
dias apds o tratamento. Os autores mostraram que a primeira fase (transiente) da depresséo do
metabolismo, que ocorria nas 24 horas iniciais, estava associada a elevagéo de IL-6 e TNF-a
e, provavelmente, se devia a endotoxina da B. pertussis. A segunda fase da depressdo, mais
acentuada e duradoura, coincidia com uma elevagdo do INF-y 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 toxicas) aparentemente nao
deprimem as CYP hepaticas de camundongos (Ansher et al., 1992, Ansher et al., 1993,
Ansher e Thompson, 1994).

Ha na literatura algumas evidéncias de que vacinas virais também podem alterar o
metabolismo hepatico de xenobioticos. Neste contexto, a vacina contra a gripe (influenza) é a
mais estudada, mas o0s resultados dos estudos publicados até agora parecem ser pouco
consistentes quanto aos efeitos deste tipo de imunizacdo sobre a atividade de isoformas CYP.
Meredith et al. (1985), por exemplo, investigaram o efeito da vacinacdo antigripal sobre a
depuracdo do lorazepam, do clordiazepéxido e da teofilina em voluntarios saudaveis. Os
autores verificaram que a vacinagdo ndo alterou o metabolismo do lorazepam e do

clordiazepoxido, e produziu apenas uma reducdo discreta e transitdria da depuracdo 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 apds a vacinagao) os niveis sericos de
anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitoina e carbamazepina), o que indicaria uma eliminacgéo
mais lenta desses farmacos. Kim e Wilkinson (1996) ndo encontraram alteracdo de CYP2E1
apos a vacinacdo contra a gripe. Hayney et al. (2001), empregando o teste respiratorio com
eritromicina (ERMBT, erythromycin breath test) em 15 voluntarios, constataram que a vacina
contra a gripe ndo alterou a atividade de CYP3A4. Em estudo subseqliente com 0 mesmo
método ndo invasivo (ERMBT), Hayney e Buck (2002) acharam, entre 0s sujeitos vacinados,
um decréscimo da atividade de CYP3A4 relacionado ao aumento da idade do individuo, mas
n&o aos titulos de anticorpos contra influenza.

E interessante registrar que, pelo menos dois estudos com vacinas contra doencas
virais de aves encontraram uma diminuicdo da atividade de monooxigenases (anilina
hidroxilase, etilmorfina-N-desmetilase) no figado de galinhas apds a vacinacéo (Sakar et al.,
2004, Crni¢ et al., 2006).

Digno de nota tambem é o fato de que imunoadjuvantes quimicos, como o copolimero
de pyran, também deprimiram fortemente, e de forma dose-dependente, duradoura, e
concomitante a ativacdo de macrofagos, a atividade de enzimas microssomais hepéaticas em

camundongos (Giampietri et al., 1981).

1.2.5.3 Citocinas pré-inflamatorias

As citocinas sdo peptideos de baixo peso molecular que desempenham papel
importante na sinalizacdo entre células, sendo produzidas pelo sistema de defesa do
organismo (i.e., linfocitos, monacitos, e outras células) nas infecgdes, nas lesdes tissulares, na
doenca auto-imune, e em processos inflamatérios de um modo geral. Elas atuam em
receptores de membrana especificos que, através de mensageiros secundarios, frequentemente
tirosina-quinases, alteram positiva ou negativamente a expressdo de varios genes (e.g., de
proteinas de membrana). Em virtude do papel chave que tem nas infec¢bes e na inflamacdo,
as citocinas pro-inflamatorias tem sido apontadas como os provaveis mediadores da regulacdo
negativa da expressdo e atividade de CYP que ocorre nessas condi¢des. Esta suspeita é
reforcada pela constatagéo, atraves de uma série de estudos experimentais, que citocinas como
a IL1-B, IL-6, TNF-a e os interferons a e y, quando administrados in vivo, ou in vitro em
culturas de hepatdcitos, tem efeitos depressores sobre a expressdo de isoformas CYP. Além
disso, os efeitos in vitro de citocinas, regulando a expressdo de CYP em hepatdcitos de
roedores, sdo semelhantes aos observados com células hepaticas humanas (Morgan 1997;
2001 e Renton, 2000; 2001 e 2004).
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A suspeita inicial, como ja comentado nesta introducdo, foi levantada no estudo de
Renton e Mannering (1976,), mostrando que diferentes indutores de interferon deprimiam
varias isoformas e os niveis totais de CYP. Moochhala sustenta, em trabalho publicado em
1991, a hipotese de Renton e Mannering (1976 p) sobre o papel do interferon na regulacéo
negativa de CYP, mas argumentaram que outras citocinas, que seriam liberadas pelas células
de Kupffer, como a IL-1, a IL-6 e 0 TNF provavelmente também estariam envolvidas. Nesta
mesma linha de investigacdo, a participacdo 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 expressdo de CYP1A1l, observando depressao do mRNA e da proteina. Em
relacdo as enzimas da fase 2, menos estudadas, Langouet et al. (1995) notaram um aumento
do mRNA e da proteina GSTA1 e A2 apos tratamento de hepatdcitos 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 regulacdo da expresséo de CYP. O grupo
japonés estudou o papel do tratamento com interferon sobre a desalquilacido 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-o sobre a depuragdo da teofilina, da
antipirina e do hexobarbital em pacientes portadores de neoplasias. Como a inibicdo da
depuracéo hepatica ndo foi acompanhada pelo aumento dos niveis de outras citocinas ou das
proteinas de fase aguda, os autores concluiram que ndo havia envolvimento de outros
mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1 ou IL-6) nas alteragbes do metabolismo desses
farmacos causadas pelo tratamento do cancer com interferon.

Kalsotra et al. (2007), estudando citocinas pro e anti-inflamatorias, encontraram
efeitos opostos sobre CYP4F (isoforma envolvida no metabolismo do leucotrieno B4, LTB4,
que modula a inflamag&o em processos infecciosos e nas lesdes tissulares). IL-1, IL-6 e TNF-
a causavam inducéo, enquanto IL-10 provocava depressdo da expressdo de CYP4F.

Calleja et al. (1997) investigaram os efeitos de IL-1, IL-2 e IFN-y e das suas
combinagcbes sobre CYP1A induzido pela B-naftoflavona, em cultura de hepatdcitos de
coelhos, e observaram padrbes especificos de resposta: enquanto IL-2 deprimia CYP1Al
induzido, IFN-y deprimia fracamente a expressd0 do mRNA de CYP1A1/2.

Os estudos de Aitken e Morgan (2007), em hepatocitos humanos, evidenciaram que a
alteracdo da expressdo de CYP em resposta as citocinas, e aos outros estimulos inflamatérios,
diferia entre as vérias isoformas. Enquanto CYP2C18 ndo era afetada pelo LPS, IL-6, TNF-a,
IFN-y, TGF (tumour growth factor) ou IL-1, 2B6 s0 respondia a IL-6 e IFN, e 2C9, 2C19 e
3A4 eram deprimidas por IL-6.
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Embora, como vimos, varios estudos tenham mostrado que a administracdo de
determinadas citocinas (e.g., INF-y e outras) in vivo, ou a exposi¢do de hepatocitos a elas in
vitro, sejam capazes de alterar a expressdo de isoformas CYP, no estagio atual do
conhecimento é dificil apontar uma ou mais citocinas como sendo os principais mediadores da
modulacéo da expressdo de CYP que ocorre nas infeccGes e na inflamagéo. Esta dificuldade
de interpretacdo dos dados experimentais nasce de algumas caracteristicas 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 sdo pleitropicas (uma citocina age em uma gama de diferentes células alvo) e
redundantes (funcGes semelhantes podem ser estimuladas por diferentes citocinas) em suas
acOes. 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 cenario complexo, a melhor generalizacdo
que se pode fazer, a partir dos dados experimentais disponiveis até o momento, € que,
coletivamente, as citocinas pro-inflamatdrias estdo, de alguma forma, envolvidas na regulacéo
da expressdo de CYP durante a inflamacfo e nas infeccdes. E possivel também que haja
especificidades quanto a regulacdo da expressdo de cada uma das diferentes isoformas, como
sugerido por Aitken e Morgan (2007), mas ainda permanece por ser devidamente esclarecido
como as varias citocinas interagem na modulacéo da expressao de CYP, e se ha a participacédo

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

1.2.6 Hipoteses sobre os mecanismos pelos quais estimulos inflamatérios modulariam a
expressao e a atividade de isoformas CYP
1.2.6.1 Controveérsias a respeito do papel do 6xido nitrico como mediador da regulacdo
negativa de CYP na inflamacao e em infeccGes

Em trabalho publicado em 1993, Oleg Khatsenko, John Vane e dois outros
pesquisadores, Steven Gross e Arleen Rifkind, apresentaram uma série de evidéncias que,
segundo eles, indicaria que o NO produzido pelas células imunoativadas seria o principal
mediador da supressdo de enzimas citocromo P450 observada apds a imuno-estimulacéo
(Khatsenko et al., 1993). As evidéncias reunidas pelos autores incluiam resultados de testes
in vitro demonstrando que, em microssomos hepaticos de ratos tratados com fenobarbital, o
aumento da concentragdo de NO, gerado a partir da substincia doadora 3-
morfolinosidnonimina N-etilcarbamida (SIN-1), correlacionava-se com o declinio da
atividade da androstenediona 16B-hidroxilase (catalisada por CYP2B1). Em outros

experimentos in vitro, com microssomos hepaticos de embrido de galinha e de rato induzidos
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pelo fenobarbital, pela B-naftoflavona e pelo 3-metilcolantreno, a atividade da ECOD
(mediada por vérias isoformas CYP) foi deprimida em relacdo ao controle, quando a
preparacdo microsomal foi incubada com a enzima NO sintase e cofatores, mas essa inibicéo
foi total ou parcialmente revertida pela N“-metil-L-arginina (LNMA), substancia inibidora da
sintese de NO. Complementando esses dados de testes in vitro, Khatsenko et al. (1993)
relataram que, em ratos tratados in vivo com LPS, a depressdo da atividade da
pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD, catalisada por CYP2B1) no figado, e o aumento
dos niveis de NO no soro, foram ambos parcialmente revertidos pelo tratamento concomitante
com L-NAME, bloqueador da NO sintase, adicionado a dgua de beber. Nesse trabalho, os
autores mostraram ainda que o tratamento (in vivo) de ratos com LPS causava acentuada
depressdo dos niveis totais de CYP em microssomos hepaticos (previamente induzidos com
fenobarbital), depressdo esta que também era parcialmente antagonizada pelo tratamento
concomitante com L-NAME.

Em uma serie de estudos subsequentes, Khatsenko et al. reuniram novas evidéncias de
que o NO seria um elo fundamental na cadeia de eventos desencadeados pela estimulagéo
imunoldgica que levam a depressdo 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 regulacdo negativa da atividade e expressao (MRNA e apoproteina) de CYP2B1/2
desencadeada pelo LPS em duas situacdes: administracdo do LPS antes e depois da inducgéo
de CYP2B1/2 com fenobarbital. O tratamento com LPS deprimiu a atividade catalitica
(PROD) e os niveis da apoproteina (immunoblotting) e do mRNA (RT-PCR - Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction semi-quantitativo) nas duas situaces, mas o L-
NAME s0 reverteu parcialmente essa depressdao na segunda situacdo (LPS administrado apos
a inducdo com fenobarbital). Em vista desses resultados, os autores especularam que o NO
mediaria — em parte — os efeitos supressivos do LPS sobre CYP2B1/2 ao nivel pré-traducional
(e.g., alterando a estabilidade do mRNA) e afetaria apenas 0 mMRNA e a proteina pre-
existentes (ja induzidos), ndo tendo aparentemente efeito sobre a sintese de novo (durante a
inducéo).

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 niveis de mRNA (RT-PCR
semi-quantitivo de 2C11 e 3A) e proteinas (immunoblotting de 3A2, 2C11 e 2B1/2), e sobre
as atividades (160- ¢ 6B3-androstenediona hidroxilases, EROD e PROD) de monooxigenases
(3A2, 2C11, 1A2, e 2B1/2) na fragdo microssomal hepética. Os pesquisadores investigaram
também como o bloqueio da NO sintase com L-NAME ou com aminoguadina (AG),

administrados em doses repetidas apos a injecdo de LPS, afetaria o efeito depressor da
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endotoxina sobre essas isoformas. Os resultados mostraram que, como esperado, 0 L-NAME
e a AG bloquearam o aumento dos niveis de NO plasmatico (20 vezes) causado pelo LPS, e
impediram o declinio dos niveis totais de CYP. Os dois inibidores da NOS2 reverteram ainda
a depressao das atividades cataliticas das isoformas, e a reducdo dos niveis de proteina (de
29% para 3A2 a 100% para 2C11) e de mRNA produzidas pela endotoxina.

O papel do NO na supressdo de isoformas CYP hepaticas foi examinado também em
camundongos infectados com a bactéria Gram-negativa Chlamidia trachomatis (Khatsenko et
al., 1998). Seis dias apds a inoculagdo i.p. de C. trachomatis, a producéo in vitro de NO por
macrofagos recuperados em lavado peritoneal estava aumentada, e as atividades de CYP1A
(EROD) e 2B (PROD e BROD) no figado estavam deprimidas (49%) em relagdo ao
registrado em camundongos controles ndo infectados. O bloqueio da produgdo de NO com L-
NAME reverteu os efeitos depressores da infecgéo sobre as atividades das isoformas CYP1A
e 2B.

E 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 exposi¢do in vitro, substancias
liberadoras de NO inibiam as atividades de EROD e BROD nas fragbes S9 e microssomal
hepatica de ratos.

A hipétese levantada por Katsenko et al. (1993), portanto, € sustentada por
experimentos envolvendo exposi¢des in vitro e in vivo e, no caso das ultimas, com o0 emprego
de substancias inibidoras da NO sintase induzivel (NOS2). E importante destacar que a clara
inibicdo de isoformas CYP pela exposi¢éo in vitro da fracdo microssomal ao NO, implica em
bloqueio da atividade catalitica da enzima ja expressa, ndo havendo nesta fracdo subcelular
qualquer possibilidade de interferéncia com a regulacéo da expressdo da enzima. No caso dos
tratamentos in vivo, entretanto, 0 NO poderia estar tanto regulando negativamente a expressao
da enzima, quanto inibindo diretamente a sua atividade catalitica, ou agindo de ambas as
formas. Embora plausivel, a hipotese de Khatsenko e colaboradores ndo é elaborada em
detalhes a ponto de sugerir o mecanismo preferencial pelo qual a elevacdo dos niveis de NO
inibiria a atividade de CYP. H4, teoricamente, varias formas pelas quais o NO poderia inibir a
atividade de CYP, tais como:

1) Ligacdo (labil e reversivel) do NO ao grupo prostético heme, impedindo a ligacéo
do O; e, consequentemente, inibindo a atividade catalitica da enzima. Esta inibicdo reversivel
(complexo heme-nitrosil) (Wink et al., 1993) da atividade enzimatica poderia ser notada na

exposicao in vitro, mas dificilmente seria evidenciada nos casos de tratamento in vivo porque,
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pela natureza labil da ligagdo do NO ao grupo heme, a inibicdo desapareceria quando da
preparacdo da fracdo microssomal;

2) Nitrosilagdo (ligacdo do NO aos residuos de aminoacidos, e.g., grupos tiol da
cisteina) da proteina, mudando a sua conformacdo e as caracteristicas do centro ativo, e a
afinidade da enzima pelo substrato (inibic&o irreversivel);

3) Nitrosilagdo dos fatores reguladores da transcricdo dos genes das isoformas da
proteina, diminuindo a transcricdo e, consequentemente, os niveis de mRNA (regulacdo
negativa da expressao);

4) Degradagdo mais rdpida da apoproteina (desestabilizacdo), em consequéncia da
nitrosilacdo de residuos de aminoacidos ou do préprio heme;

5) Degradacdo mais rapida do mRNA (desestabilizacdo) da enzima, diminuindo em
termos quantitativos a tradugdo deste na proteina.

A hipdtese de Oleg Khatsenko et al. de que o NO atuaria, de um modo geral, como
mediador final da regulacdo negativa de CYP que ocorre na inflamag&o 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
periodo de 24 horas, as concentracdes plasmaticas de NO, e os niveis de mRNA (RT-PCR
semiquantitativo) e de apoproteinas, assim como as atividades de CYP2C11, 2E1 e 3A2 no
figado. As concentragGes plasméticas de NO estavam aumentadas 4, 6 (m&ximo) e 12 horas
apos a injecdo da endotoxina, mas retornavam aos niveis basais 24 horas apés a inje¢do. A co-
administracdo da aminoguanidina, inibidor da NOS2, bloqueou completamente a elevacgéo do
NO plasmatico em resposta a injecdo do LPS, mas ndo reverteu a regulacdo negativa da
expressdo (MRNA e proteina) e a depressdo da atividade catalitica (hidroxilacdo da
testosterona nas posicoes 2a, 16-a e 6-f, as duas primeiras catalisadas por CYP2C11, e a
ultima por 3A2, e a hidroxilacéo do p-nitrofenol, mediada por 2E1) das trés isoformas nos trés
intervalos de tempo examinados ap0s o tratamento com a endotoxina. Em relacdo as
atividades cataliticas, os autores notaram que elas estavam inibidas (CYP3A2 em menor grau)
6 horas apés a injecdo de LPS, retornavam aos niveis basais 12 horas apos, e estavam
novamente deprimidas 24 horas ap0s o tratamento. Como o grupo de ratos tratados apenas
com a aminoguanidina apresentou uma inibi¢do semelhante das atividades cataliticas, Sewer e
Morgan (1998) concluem que neste intervalo de tempo (fase inicial do efeito) apods a
administracdo do LPS, ndo foi possivel excluir a possibilidade da elevagdo do NO ser
necessaria para este efeito. Os autores salientam, entretanto, que a segunda fase (24 horas

depois do tratamento) da depressdo de CYP pelo LPS, que resultaria da regulacdo negativa da
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expressdo dos genes, seria independente da elevagdo dos niveis do NO (uma vez que 24 horas
apos o tratamento, os niveis de NO ja teriam retornado ao niveis normais). Estes dados de
Sewer e Morgan (1998), claramente, contradizem os resultados anteriores de Khatsenko e
Kikkawa (1997) e sdo dificeis de explicar.

Em estudo subsequente, o grupo de pesquisadores liderado por E. Morgan examinou o
papel do NO na regulacdo negativa de CYP2B1 causada pelo LPS em cultura priméaria — em
Matrigel - de hepatdcitos de ratos (Ferrari et al., 2001). Nestes experimentos, a expressao de
CYP2B1 nos hepatdcitos havia sido préviamente induzida por exposi¢do 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 elevagdo dos niveis de NO e uma reducdo do
MRNA de CYP2B1 (RT-PCR semiquantitativo) nos hepatdcitos, sendo ambos os efeitos
dependentes da concentracdo de LPS. Neste experimento, entretanto, o LPS foi claramente
mais potente em suprimir o mRNA de CYP2B1 (ECs, < 1 pg/ml) do que em elevar os niveis
de NO (ECsp > 10 ng/ml). Em outro experimento, 0S autores notaram que uma concentragao
baixa de LPS (10™° g/ml) causava uma inducdo transitéria do mRNA de CYP2B1 com 6
horas, e uma depressdo com 12 e 24 horas de tratamento, enquanto uma concentragéo alta da
endotoxina (10™ g/ml) produzia apenas uma depressdo a partir de 12 horas. Segundo Ferrari
et al. (2001), a supressdo do mRNA produzida pelo LPS foi independente do NO, porque a
adicdo de NMA ou de aminoguanidina ao meio de cultura, em concentracfes que bloquearam
completamente a elevagdo do NO, ndo atenuaram o efeito depressor sobre a expresséo de
CYP2BL1. Os autores verificaram ainda que, nesta cultura de hepatécitos de rato, a depressdo
dos niveis de proteina e da atividade (PROD) de CYP2B1 produzida pelo LPS (10 pg/ml)
podia ser completamente antagonizada pela adi¢do de inibidores da NO sintase e também pelo
composto LY83583 — inibidor da guanilato ciclase soluvel, e da producdo da guanosina
monofosfato ciclica (¢cGMP) - que impedem a inducdo da NOS2. A adicdo de arginina ao
meio de cultura anulou o efeito dos inibidores de NOS2, ou seja, restabeleceu a regulagdo
negativa da expressédo de CYP2B1 pelo LPS, enquanto a adi¢gdo 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 regulacdo negativa de CYP2B1 pelo LPS poderia se fazer por dois mecanismos, um
componente de acdo répida dependente do NO, que deprimiria 0s niveis da proteina nas
concentragdes mais altas da endotoxina, e um componente tardio independente do NO, que
suprimiria a expressao da isoforma ao nivel pré-traducional e que ocorreria em concentragdes
baixas de LPS.
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Como vimos, quase todos os estudos sobre o papel do NO na regulagdo negativa de
CYP em resposta a endoxina foram realizados com ratos. Li-Masters e Morgan (2002),
todavia, investigaram se a modulacdo de isoformas da subfamilia CYP2B pelo LPS em
camundongos seria dependente do NO. Os autores verificaram que, camundongos fémeas
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 elevacdo dos niveis de NO
plasmatico e uma depressdo dos niveis de MRNA e da proteina de CYP2B9/10 no figado, 12
horas apds o tratamento com a endoxina. Estas respostas ao LPS foram dose-dependentes,
mas, engquanto a dose de 0,3 mg/kg ja havia causado depressdo maxima dos mRNA de
CYP2B9 e 2B10, os niveis de NO aumentaram a partir de 1 mg/kg e alcancaram o nivel
méaximo na dose de 10 mg/kg. Neste estudo, Li-Masters e Morgan (2002) demonstraram
também que a depressdo dos niveis do MRNA de CYP2B9 e 2B10 causada por 1 mg/kg de
LPS (12 horas apés) foi equivalente em C57BL/6 selvagens e em camundongos nulos para
expressao de NOS2 (NOS2 null mice) que, como esperado, ndo apresentaram aumento de NO
plasmatico apos a administracdo da endotoxina. Os niveis de proteina estavam deprimidos 24
horas ap6s o LPS tanto nos camundongos selvagens quanto nos nulos para NOS2. Esses
resultados levaram os autores a concluir que no figado de camundongos, a regulagdo negativa
da expressdo de CYP2B9/10 (mRNA e proteina) € independente da elevacdo do NO
produzida pela endotoxina.

Ha alguma discrepéancia entre os dados de Morgan et al. no que tange ao papel do NO
na supressao de proteinas de isoformas da subfamilia 2B em hepatécitos de ratos em cultura
(Ferrari et al., 2001) e no figado de camundongos (Li-Masters e Morgan, 2002), em resposta a
endotoxina. De qualquer modo, embora o conjunto de dados do grupo liderado por E. Morgan
nessa série de estudos nao exclua totalmente a possibilidade de que o0 NO tenha um papel na
depressdo de CYPs na inflamacéo, particularmente no caso de CYP2B, eles contradizem
algumas evidéncias experimentais apresentadas por Oleg Khatsenko e colaboradores, e
enfraquecem a hipotese de que o NO seria um mediador final necessario dessa regulacédo
negativa.

A controvérsia sobre o papel do NO na regulacdo de CYP permanece viva na
literatura.

Westerholt et al. (2004), por exemplo, analisando material de biopsia de figados
humanos transplantados, verificaram que durante o processo de rejeicdo hd uma clara
depressdo da atividade de CYP (1LA2 e 2E1), que é acompanhada por uma regulacdo positiva
(RT-PCR) dos genes do INF-y e da NOS2, mas ndo da NOS constitutiva. Os autores
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atribuiram a elevacdo do NO e de citocinas, a depressdo das atividades de CYP no figado
durante a rejeicdo em curso.

Tunctan et al. (2006) investigaram, em ratos, a hipdtese de que a inibicdo de CYP4A
renal, em resposta a endotoxina, estaria associada a elevagdo do NO, e contribuiria para a
hipotenséo observada na endotoxemia. Os autores usaram um potente inibidor da NOS2, 1,3-
PBIT na dose de 10 mg/kg, e concluiram que a superproducdo de NO via NOS2 suprime a
expressao e atividade de CYP4A nos rins, e que a administracdo de 1,3-PBIT restaura a
atividade e expressdao de CYP4A, e reverte a queda da pressdo arterial média. Esse efeito
poderia resultar do aumento da producgéo de acido araquiddnico e metabolitos, em decorréncia
da recuperacéo da atividade de CYP4A.

Eum et al. (2006) produziram, experimentalmente, sepses polimicrobiana em ratos
(CLP, cecal ligation and puncture) e examinaram o papel da eleva¢cdo do NO na depresséo da
expressao e atividade de CYPs hepaticas, empregando bloqueadores da NOS (aminoguanidina
100 mg/kg i.p. e L-NAME 100 mg/kg i.p.). Segundo os autores, os dois blogueadores da NO
sintase inibiram os efeitos depressores da CLP sobre as CYP hepaéticas, 0 que sugeriria que 0
NO desempenha um papel chave na regulacéo negativa das CYP hepéticas na sepses.

Recentemente, Gharavi e El-Kadi (2007) relataram evidéncias, obtidas em testes em
cultura de células de hepatoma murino (células Hepa 1c1c7), sugestivas de que o NO estaria
envolvido na regulagdo negativa da expressdo de CYP1ALl causada pelo LPS e pelo TNF-a.

1.3 Malaria
1.3.1 Maléaria humana

A maléria e a doenca parasitaria de maior impacto em termos de saude publica, tanto
pela elevada incidéncia, principalmente em paises em desenvolvimento, quanto pela alta
morbi-mortalidade. Entre 300 e 500 milhdes de individuos sdo infectados anualmente, sendo a
doenca endémica em algumas regides da Asia e América do Sul e, sobretudo, na Africa
subsaariana. Estima-se que a maldria mate de um e meio a dois milhGes de pessoas
anualmente em todo o mundo, ocorrendo a maioria destes Obitos na Africa subsaariana
(Greenwood e Mutabingwa, 2002; Camargo, 2003).

O agente etiologico da malaria € um protozoario que pertence ao filo Apicomplexa, a
familia Plasmodiidae e ao género Plasmodium, sendo quatro as espécies que causam a doenca
no homem: o P. falciparum, o P. vivax, o P. malariae e o P. ovale. O P. falciparum é o
protozoario responsavel pela forma mais grave da malaria humana.

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

dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado (mosquito). No caso da malaria humana,
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0s hospedeiros invertebrados sdo mosquitos do género Anopheles, sendo o0 A. gambiae, 0 mais
eficiente vetor da doenca e 0 mais importante transmissor na Africa. No Brasil, o A. darlingi é
0 mais importante transmissor da doenca, ocorrendo na Regido Amazonica, enquanto o A.
aquasalis é o vetor encontrado nas regides costeiras e de aguas de maior salinidade.

Quando a fémea do anofelino suga o sangue do hospedeiro, a forma infectante do
parasito (Plasmodium spp.) ou esporozoita, € injetada no tecido subcutaneo ou, menos
frequentemente, diretamente na circulagdo sanguinea. Os esporozoitas rapidamente atingem o
figado, onde no interior dos hepatdcitos, se diferenciam em trofozoitas hepaticos. Os
trofozoitas se desenvolvem e adquirem a forma de esquizonte hepético, que sofre divisdo
mitotica, produzindo os merozoitas. Ao final deste processo de multiplicacdo, os hepatocitos
se rompem, liberando milhares de merozoitas na corrente sanguinea. Esta fase hepatica da
infeccdo, ou estagio exo-eritrocitico da malaria, dura entre seis e dezesseis dias, dependendo
da espécie de Plasmodium. Os merozoitas liberados sdo, em grande parte, fagocitados e
destruidos ainda no figado pelas células de Kupffer, mas os que sobrevivem, invadem os
eritrocitos e iniciam o estagio eritrocitico da doenga. No interior das hemacias, 0S merozoitas
se transformam em trofozoitas, que se dividem por esquizogonia. Apds essa intensa
multiplicacdo do parasito, as hemacias se rompem liberando milhares de novos merozoitas na
corrente sanguinea, onde eles irdo invadir novas hemaécias, reiniciando, assim o ciclo
eritrocitico de multiplicagéo (Figura 1.1).

Os ciclos esquizogbnicos eritrocitarios podem ocorrer a intervalos regulares, cuja
duracdo é caracteristica de cada espécie de Plasmodium: 48 horas para o P. falciparum (o
ciclo eritrocitico deste plasmodio pode ocorrer também a intervalos de 36 horas), P. vivax ou
P. ovale, e 72 horas para o P. malariae. Durante a fase eritrocitica de multiplicacdo, alguns
merozoitas se diferenciam em gametdcitos (formas sexuadas do parasita), que sdo ingeridos
pelo mosquito, quando do repasto sanguineo. No tubo digestivo do anofelino infectado, tem
lugar a reproducdo sexuada do parasita. Os gametdcitos masculino e feminino se fundem,
formando o zigoto que, depois de algum tempo, desloca-se com movimentos amebdides e, no
revestimento epitelial da parede intestinal, segrega-se com um envoltério protetor, formando
uma estrutura denominada oocisto (Rey, 1991). O processo de multiplicagdo ou esporogonia
da origem a novos esporozoitas e leva ao crescimento do oocisto no intestino. Os esporozoitas
séo liberados com a ruptura do oocisto, invadem a hemolinfa e migram para as glandulas
salivares do inseto. Quando ha novo repasto, 0s esporozoitas sao 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 malaria estdo associados ao ciclo eritrocitico do parasito e
incluem febre, calafrios, cefaléia, artralgia, vomitos, sensacdo de formigamento na pele,
anemia, hemoglobindria, hipoglicemia, convulsdes e coma. Alteragdes como esplenomegalia,
hepatomegalia, isquemia cerebral e insuficiéncia renal também podem ser vistas. As
manifestacdes clinicas da maléria grave, que eventualmente incluem alteragcdes neuroldgicas
(malaria cerebral), podem evoluir para o coma e a morte (Pamplona et al., 2007). Criangas,
mulheres gravidas e individuos que sdo infectados com o plasmodio pela primeira vez sao
particularmente susceptiveis as manifestacdes mais graves da doenca. As infeccbes pelo P.
vivax, P. ovale e P. malariae raramente d&o origem a quadros de maior severidade e, via de

regra, ndo sdo letais.
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Figura 1.1 - Ciclos exo-eritrocitico e eritrocitico da malédria.  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 (fémea) do género 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 malaria

O conhecimento atual sobre a imunopatologia da maléria foi adquirido, em grande
parte, em estudos que envolveram a infeccdo de roedores de laboratorio, principalmente
camundongos. Os parasitos mais frequentemente usados nos modelos murinos de malaria
pertencem a quatro espécies do género Plasmodium: P. berghei, P. yoelii, P. vinckei e P.
chabaudi.

O Plasmodium berghei foi o primeiro dos quatro parasitos a ser isolado e € ainda hoje
0 mais utilizado em estudos experimentais (Cox, 1988). O P. berghei é encontrado em varios
roedores e, no laboratério, € capaz de infectar camundongos, hamsters e ratos. No caso dos
ratos, os individuos jovens séo susceptiveis, mas os adultos s&o em geral refratarios a infeccao
(Cox, 1988). O P. berghei tem um ciclo assexuado eritrocitario ndo sincronizado, cuja
periodicidade de replicacdo é de 24 horas, e em camundongos, produz seis a dez merozoitas
por hemacia infectada (Cox, 1988).

No caso do P. chabaudi, a esquizogonia tem inicio por volta da meia-noite e prolonga-
se até a manha seguinte, e cada esquizonte maduro contém de quatro a oito e, ocasionalmente,
mais merozoitas (Cox, 1988).

A gravidade e o curso letal ou ndo-letal da malaria murina experimental dependem do
parasito e da linhagem do camundongo. Os plasmodios P. berghei, P. vinckei e algumas
linhagens de P. yoelii e P. chabaudi sdo capazes de causar infec¢des letais em camundongos
(Foote et al., 2005). No caso de camundongos infectados com o P. berghei, a evolucéo letal
pode se dar precocemente em conseqiiéncia do aparecimento de um quadro neurolégico
compativel com malaria cerebral, ou mais tarde, em virtude de um quadro de anemia aguda
grave. No caso de outros plasmddios (P. yoelii, P. c. chabaudi e P. vinckei petteri), a morte
nas linhagens de camundongos ndo resistentes ocorre, via de regra, em consequéncia do
agravamento do quadro de anemia aguda. Nas linhagens murinas resistentes, entretanto, a
infeccdo com esses plasmaodios pode evoluir para a recuperagdo, apos a elevacdo inicial da
parasitemia, com a eliminagdo completa do parasito, ou com a permanéncia deste, e recidivas
de menor intensidade ocorrendo durante varios meses (Foote et al., 2005).

O quadro neurolégico causado pelo P. berghei ANKA em linhagens ndo resistentes
(e.g., C57BL/6), tem sido considerado um modelo murino da malaria cerebral humana.

A malaria cerebral (MC) humana esta associada a uma alteragéo fisiopatalogica tipica
da doenca causada pelo P. falciparum, ou seja, o seqiiestro das hemacias parasitadas em vasos
da microcirculacdo de 6rgdos como o cérebro, o coragdo, os pulmdes e a submucosa do
intestino delgado, sequestro de leucdcitos e plaquetas nos microvasos cerebrais e producéo

excessiva de citocinas pro-inflamatorias (Brian de Souza e Riley, 2002; Combes et al., 2006).
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Embora nenhum modelo animal (primatas e roedores) mimetize exatamente a sindrome
humana, o P. berghei ANKA causa, em linhagens néo resistentes de camundongos (e.g.,
C57BL/6, CBA), um quadro neuroldgico em que os sinais clinicos como ataxia, convulsdes e
coma foram associados ao sequestro de células sanguineas nos vasos da microcirculacdo
cerebral, com obstrucdo vascular e micro-hemorragias nas areas com lesdes do tecido nervoso
(Brian de Souza e Riley, 2002). E interessante registrar que o P. berghei ANKA produz um
quadro claro de malaria cerebral em apenas duas linhagens (C57BL/6 e CBA) murinas, que
sdo conhecidas por serem geneticamente predispostas a exibir forte resposta imune pro-
inflamatéria (Brian de Souza e Riley, 2002). Recentemente, Griffith et al. (2007)
demonstraram que a sinalizagéo através do receptor Toll-like influencia o desenvolvimento da
maléria cerebral letal nos camundongos infectados com P. berghei ANKA. Em relacdo a
maldria cerebral causada pelo P. berghei ANKA, a linhagem murina DBA-2 foi classificada
como resistente por Foote et al. (2005) e como n&o resistente, por Brian de Souza e Riley
(2002). Embora a infeccdo com P. berghei ANKA seja letal também para camundongos
DBA-2, a morte nesse caso resulta, em geral, do agravamento da anemia aguda e ndo do
comprometimento cerebral.

O P. c. chabaudi é, de um modo geral, considerado “avirulento” ou ndo letal mas, na
verdade, o desfecho letal ou ndo letal da infeccdo experimental depende da linhagem, ou seja
da constituicdo genética do hospedeiro murino. Os camundongos das linhagens C57BL/6,
DBA-2 e CBA séo resistentes (i.e., a infeccdo evolui para a resolugdo), enquanto no caso dos
camundongos A/J e BALB/c (ndo resistentes), a infecgéo resulta na morte do hospedeiro
(Cox, 1988, Hernandez-Valladares et al., 2004, Foote et al., 2005).

Entre as principais caracteristicas patologicas da malaria humana estdo a anemia, a
trombocitopenia, a esplenomegalia, a hepatomegalia, o edema pulmonar, o dano cerebral
(malaria cerebral), o dano renal e a imunodepressdo (Cox, 1988; Rey, 1991). Segundo Cox
(1988), todas essas alteracOes patologicas da malaria humana ocorrem também em infeccOes
experimentais de primatas e roedores.

A anemia em roedores é comparavel a observada em seres humanos, particularmente
nos portadores de malaria pelo P. falciparum, sendo grave e de inicio rapido. A fisiopatologia
da anemia na malaria &€ complexa. A elevacdo da parasitemia € acompanhada por queda do
hematocrito e eritrofagocitose (de células infectadas e ndo infectadas) no figado e baco e
aumento da reticulocitose. A anemia, todavia, parece ser mais grave do que aquela que seria
esperada da simples ruptura das hemaécias parasitadas. A possibilidade de toxinas produzidas
pelo plasmodio afetarem diretamente a eritropoiese, o desenvolvimento de anemia auto-imune

classica, e efeitos indiretos de antigenos do parasita na superficie de celulas infectadas e ndo
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infectadas s&o hipoteses que tem sido apresentadas como explicacdes para o aparecimento da
anemia grave na malaria (Cox, 1988).

A espleno e hepatomegalia sdo alteracbes também encontradas na malaria murina. O
baco do roedor aumenta consideravelmente de tamanho e apresenta cor vermelho-escura ou
negra, sendo fragil ao toque. O exame histoldgico mostra que o bago estd em estado reacional
hiperplasico, com aumento do nimero e tamanho dos macrofagos da polpa vermelha que
exibem intensa atividade fagocitaria, o que € evidenciado pela presenca de parasitas, restos
celulares e pigmento (hemozoina). O figado também estd aumentado e adquire cor castanho-
escura em virtude do acumulo de grandes quantidades de pigmento (hemozoina) nas células
de Kupffer que sofrem hiperplasia e hipertrofia.

E importante destacar que, na esmagadora maioria dos estudos realizados com
roedores, o animal é inoculado por via intra-peritoneal ou intra-venosa, com o0 sangue de um
doador infectado com o plasmédio, o que inicia diretamente o ciclo eritrocitico da doenga no
hospedeiro vertebrado. Ndo h& nesses casos, portanto, a intervencdo do hospedeiro
invertebrado e um ciclo exoeritrocitico no figado do vertebrado. No hospedeiro vertebrado,
nenhuma alteragdo patoldgica significativa tem sido atribuida aos esporozoitas, ao estagio

exoeritrocitico, ou aos gametdcitos (Cox, 1988).

1.3.3 Alteragdes do metabolismo de xenobioticos observadas na malaria

Como veremos a seguir, ha na literatura alguns estudos sobre alteracbes do
metabolismo de xenobidticos na maléria experimental em roedores e na infec¢cdo humana com
P. falciparum. Na maioria dos trabalhos experimentais encontrados, foi usado o P. berghei
como agente da doenca, embora haja também alguns estudos com o P. yoelii. No caso dos
estudos com P. yoelii, entretanto, ndo é informado nos artigos se se trata de linhagem letal ou
ndo letal do parasita. Em vérios trabalhos com camundongos, a linhagem do hospedeiro
murino tambeém ndo é informada no artigo publicado. Ha artigos também em que faltam
informacdes precisas sobre a parasitemia e a clinica do hospedeiro no momento em que o
animal é morto para analise do metabolismo hepatico. Nessas condigdes, como veremos a
seguir, é possivel concluir que a malaria altera o metabolismo de xenobiédticos, mas nédo é
possivel identificar que tipos de evolucdo da infeccdo (letal ou ndo letal) estariam associados

a essas alteracoes.
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1.3.3.1 AlteracBes na maléria experimental

A malaria experimental, produzida pelo P. berghei em ratos foi, possivelmente, a
primeira infeccdo que foi associada & uma depresséo da atividade de enzimas hepéticas que
participam do metabolismo de xenobioticos. Em 1970, Jeane S. McCarthy et al. publicaram
um artigo em que relataram que ratos infectados com hemacias parasitadas com P. berghei e
mortos sequencialmente de 1 a 8 dias apos a infec¢do, exibiam uma progressiva redugdo do
metabolismo microssomal hepatico da etilmorfina, anilina, p-nitroanisol e hexobarbital, assim
como um declinio dos niveis totais de CYP. Os pesquisadores observaram também que a
diminuicdo da atividade das CYP hepaticas era acompanhada por um prolongamento do
tempo de sono induzido pelo hexobarbital. Nas conclusdes do trabalho, os autores destacaram
que “permanece por ser determinado se as alteracdes bioquimicas observadas resultam de
uma acgao direta do parasita ou sdo efeitos secundarios da infeccdo” (McCarthy et al., 1970).
O trabalho de McCarthy et al. permaneceu nos anos seguintes guase como um registro
isolado, ndo tendo estimulado de imediato outros estudos sobre a modulagdo do metabolismo
de xenobidticos durante as infecgdes. Como vimos anteriormente nesta Introdugéo, coube ao
artigo posterior de Renton e Mannering (1976y), que levantava a hipotese de existir uma
relacdo entre a inducdo do INF-y e a depressdo do metabolismo, o papel de chamar a atencéo
para o fato de que se estava diante de um fenémeno mais geral, que poderia ter implicacfes na
area da terapéutica farmacologica.

Apenas em 1984 apareceu na literatura um outro artigo sobre alteragdes do
metabolismo de xenobioticos em modelos experimentais de malaria. Alvares et al. (1984)
infectaram camundongos (NIH/NMRI ou A/J) com P. berghei e observaram, durante o
estagio eritrocitico da malaria, declinios de 30-40% nos niveis totais de CYP e nas atividades
de monooxigenases (oxidacdo da etilmorfina e do benzo[a]pireno) no figado. Neste estudo,
Alvares et al. (1984) investigaram também as alteragdes de CYP no estagio exo-eritrocitico
da malaria, e em camundongos injetados com esporozoitas inativados pelo calor, ndo tendo
encontrado reducdes significativas dos niveis e das atividades de CYPs hepaticos nessas duas
situacGes (i.e., nem nos camundongos injetados com esporozoitas ativos nem nos injetados
com 0s esporozoitas inativados). Este trabalho de Alvares et al. (1984) foi o Unico que
localizamos, nas bases de dados pesquisadas (MedLine e ToxLine), em que a modulagdo da
biotransformacdo de xenobidticos foi estudada no estdgio exo-eritrocitico da infeccéo
malérica.

Estudos subsequientes em camundongos e ratos encontraram, de um modo geral,
resultados consistentes com uma depressado de isoformas CYP hepéticas e do metabolismo de

xenobi6ticos durante o estagio eritrocitico da malaria.
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Mihaly et al. (1987) avaliaram a eliminacdo do anti-malarico pirimetamina em figados
isolados de ratos infectados com formas eritrociticas de P. berghei duas semanas antes da
remocao do orgao. Neste trabalho, os pesquisadores verificaram que a eliminagdo do farmaco
estava prejudicada (i.e., meia vida no perfusato aumentada) nos figados dos ratos infectados.

Saxena et al. (1987) infectaram camundongos albinos com P. yoelii nigeriensis e
verificaram que, quando a parasitemia atingia niveis extremamente altos (80%), ocorria no
figado dos infectados uma diminuicdo de CYP e da atividade de monooxigenases (anilina
hidroxilase, aminopirona-N-desmetilase e benzo-[a]-pireno hidroxilase) e um aumento (4
vezes) das concentracOes do heme microssomal.

Srivastava et al. (1991) determinaram os niveis totais de CYP e a atividade da anilina
hidroxilase, aminopirona-N-desmetilase e benzo[a]pireno hidroxilase na fragdo microssomal
hepéatica de camundongos infectados com P. berghei. Os autores notaram que nos animais
infectados, com parasitemia superior a 50%, havia uma reducao dos niveis totais de CYP e da
atividade das trés monooxigenases enquanto, por outro lado, as concentracdes 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 clinica com drastica reducdo da parasitemia em 72 horas e retorno das
atividades das monooxigenases aos niveis registrados nos controles nao-infectados uma
semana apés o término do tratamento com o anti-malarico.

Mansor et al. (1991,) compararam a eliminacdo urinaria da antipirina em ratos com
malaria (P. berghei) com os controles ndo infectados. Os autores verificaram que 0s primeiros
(infectados) apresentavam niveis mais elevados do farmaco ndo-transformado e concentragoes
menores dos metabolitos da antipirina (3-hidroximetilantipirina e 4-hidroxiantipirina) na urina
0 que, segundo eles, indicaria que a malaria prejudica a formacéo dos metabdlitos analisados.
Em outro trabalho, Mansor et al. (1991,) 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 malaria.  Neste estudo, 0s pesquisadores
encontraram um aumento da depuragdo dos dois farmacos e observaram que 0s niveis totais
de CYP permaneciam inalterados no figado dos ratos febris (i.e., tratados com a endotoxina).
Os autores comentam que esses resultados (depuracdo aumentada) poderiam fornecer uma
explicacdo para a auséncia de eventos toxicos sérios durante o tratamento da malaria com
quinina e quinidina. E bom ressaltar, entretanto, que esses resultados, por exemplo, sobre 0s
niveis totais de CYP, provavelmente, se deveram a dose ou ao intervalo entre a injecdo e a
morte dos ratos, ja que € hoje bem conhecido que o LPS deprime CYPs hepaticos em roedores
(Sewer e Morgan, 1998).
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Kokwaro et al. (1993,) estudaram os niveis totais de CYP e a metabolizacdo da
fenacetina em paracetamol em microsomos hepaticos de ratos Wistar jovens (machos com 4
semanas) infectados com P. berghei e respectivos controles ndo-infectados. Os niveis totais
de CYP apresentaram reducdo 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 depressdo da concentracdo total de CYP e da atividade da
fenacetina-O-desetilase foi observada também no figado de ratos de um grupo ndo infectado
que foi tratado com endotoxina de E. coli.

Em outro artigo publicado no mesmo ano, Kokwaro et al. (1993;) descreveram o0s
efeitos da malaria causada pelo P. berghei em ratos Wistar machos e jovens sobre a
depuracéo da antipirina e do metronidazol (administrados conjuntamente em um coquetel). Os
autores ndo observaram alteracdo da depuracgdo da antipirina, mas constataram uma reducao
de 20%, comparado aos controles ndo infectados, na depuracdo do metronidazol, em
decorréncia da diminuicdo da formagdo do metabolito primario (hidroximetronidazol).
Considerando os resultados dos dois estudos, Kokwaro et al. (1993;) sugerem que os efeitos
da malaria deprimindo CYP sédo isoenzima especificos (i.e., a malaria deprimiria CYP1A2 -
fenacetina-O-desetilase - e outras isoformas envolvidas na hidroxilagdo do metronidazol, mas
ndo afetaria as enzimas responsaveis pelo metabolismo da antipirina). Os resultados de
Kokwaro et al. (1993;) em relagdo a antipirina, entretanto, ndo sdo consistentes com os de
Mansor et al. (1991,) que foram anteriormente citados. Ainda nesta linha que identificou
efeitos isoenzima-especificos da infec¢do, um outro trabalho do mesmo grupo (Glazier et al.,
1994) verificou que a malaria (P. berghei) reduzia a depuracdo da etoxiresorufina, mas nao
alterava o do metoprolol em ratos infectados, tanto no grupo com alta parasitemia, como
naquele com parasitemia baixa, em relagé&o aos controles ndo infectados.

Song et al. (1995) submeteram duas linhagens (sensivel e resistente a cloroquina) de
P. berghei (estagio eritrocitico) a uma dose de radiacdo gama de 15 kilorads e, em seguida, as
inocularam em camundongos. A inoculagéo de parasitas da linhagem resistente deu origem a
parasitemias de 12,5%, mas os parasitos da linhagem sensivel foram mortos pela irradiacao.
Os autores observaram reducdo dos niveis totais de CYP e da atividade da benzo[a]pireno
hidroxilase no figado 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 desetilacdo do composto, produzindo o metabdlito priméario
dihidropginghaosu (DQHS), estava diminuida nos microssomos hepaticos dos ratos

infectados em relagéo aos controles ndo-infectados.
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Srivastava et al. (1997) infectaram camundongos suico albinos com P. yoelii e
avaliaram os efeitos da infecg@o sobre os niveis de citocromo P450 e a atividade da glutationa
S-transferase (GST) nas fragfes microssomal e mitocondrial hepaticas. Em ambas as fracdes,
0s autores encontraram uma diminuicdo das concentracOes de CYP e da atividade da GST nos
infectados em relacdo aos controles. A infecgéo, por outro lado, aumentou consideravelmente
o0s niveis do heme e da hemozoina nas duas fragdes.

Uhl et al. (1999), em estudo realizado com ratos machos Sprague-Dawley de seis
semanas de idade infectados com P. berghei, evidenciaram uma diminuigdo dos niveis totais
de CYP e da atividade da NADPH redutase, bem como da atividade de CYP3A2 (testosterona
6-B-hidroxilase) nos microssomos hepaticos dos animais infectados. A avaliacdo da
expressdo da proteina CYP3A2 por immunoblotting confirmou o que havia sido observado
com o ensaio da atividade enzimatica. O mesmo ocorreu em relacdo a auséncia de efeitos da
malaria sobre a isoforma CYP2EL: a atividade da 6-hidroxilacdo da clorzoxazona ndo estava
alterada e o immunolotting ndo revelou diferenga entre infectados e controles.

Srivastava e Pandey (2000) descreveram que em camundongos sui¢o albinos
infectados com P. yoelii, ocorria uma redugdo dos niveis totais de CYP nas fragdes
mitocondrial e microssomal hepaticas, sendo a reducdo mais acentuada na primeira. Os
autores também verificaram que nos infectados, havia um aumento dos niveis de heme e
hemozoina nas duas fracbes. 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 depressdo dos niveis de CYP, mas ndo alterava a concentragdo de heme e
hemozoina nas duas fragdes.

A analise 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 h& uma depressdo das atividades de hidroxilacdo do
benzo[a]pireno, da desmetilagdo da aminopirona e da hidroxilagdo da anilina no tecido
cerebral dos animais malaricos quando comparados ao tecido normal.

Além dos estudos anteriormente citados, que focalizaram principamente as alteracdes
do metabolismo mediado por CYP, encontramos dois outros trabalhos que analisaram 0s
efeitos da malaria sobre as enzimas de conjugacéo.

Murdoch et al. (1992) analisaram as vias de conjugacdo do fenol (ex vivo) em
preparacdo que envolvia a perfusdo de figado isolado de ratos Sprague Dawley infectados
com P. berghei ANKA (obtidos duas semanas apos a infec¢do) e dos respectivos controles
nédo infectados. Os autores relataram que a maléria ndo afetou a conjugacdo com sulfato e a

glicuronidagdo em baixas concentragdes de substrato. Em altas concentragdes de substrato,
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entretanto, a malaria prejudicou a glicuronidacdo. Os autores salientaram que esta reducao
pode ter sido devida a menor disponibilidade do co-substrato UDPGA (acido uridina-
difosfoglicurdnico) nos ratos infectados, porque os niveis hepaticos de UDPGA dependem da
disponibilidade de glicogénio que, como outros estudos demonstraram, estaria diminuida na
malaria.

Ismail et al. (1992) estudaram os efeitos da maléria sobre a atividade da UGT em
microssomos hepaticos 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 malaria prejudicou a
glicuronidagdo do AZT e do paracetamol, sendo a intensidade do efeito relacionada ao nivel
da parasitemia.

Os estudos das alteragdes das enzimas da biotransformagdo na malaria em roedores

estdo resumidos no Quadro 1.1.

1.3.3.2 Alteragbes na malaria humana

Alguns estudos clinicos sugerem que a malaria humana também altera o metabolismo
e a cinética de xenobidticos.

O estudo de Trenholme et al., publicado em 1976, foi um dos primeiros a constatar
que a maldria alterava a cinética de farmacos em seres humanos. Em ensaio clinico, os
autores investigaram a cinética da quinina em cinco individuos saudaveis, antes e depois deles
serem infectados com uma linhagem de P. falciparum resistente a cloroquina. Em todos os
individuos, a infeccdo aumentou os niveis plasmaticos de quinina e a razdo entre a
concentragdo de quinina e 0s niveis de “quinina mais metabdlitos” o que, segundo 0s
pesquisadores, sugeria que a malaria prejudicava o metabolismo hepatico da quinina.

Posteriormente, Supanarond et al. (1991) avaliaram a depuracéo sistémica da quinina
(sulfato de quinina 10 mg/kg por via oral) em 15 pacientes adultos com malaria nao
complicada, causada pelo P. falciparum, e verificaram que a depuragédo do farmaco durante a
fase aguda da doenga foi menor do que a depuragdo no periodo de convalescenga. Um estudo
clinico subsequente mostrou que a depuragcdo da primaquina também estava diminuida nos
pacientes com malaria falciparum (Edwards et al., 1993). Posteriormente, 0 mesmo grupo de
pesquisadores tailandeses analisou, em 12 pacientes com malaria falciparum grave ou
moderadamente grave, a depuragdo da quinina, da dihidroquinina (impureza presente em
formulacBes comerciais de quinina), da antipirina (marcador da atividade de CYPs hepaticos),
do verde de indocianina (ICG, medida do fluxo sanguineo hepatico) e do iotalamato (medida

da taxa de filtracdo glomerular), e relacionou estes parametros com a biotransformacédo da
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quinina no metabdlito ativo, 3-hidroxiquinina (Pukrittayakamee et al., 1997). Os autores
constataram que, durante a fase aguda da malaria, a depuracdo da quinina, da antipirina e do
ICG, assim como a biotransformacao da quinina em 3-hidroxiquinina estavam diminuidas em
relacdo ao observado nos mesmos pacientes no periodo de convalescenca. A media das
razdes entre a AUC (area sob a curva) da quinina e a AUC da 3-hidroxiquinina foi 12,03
durante a maléria aguda e 6,92 na convalescenca (P=0,01), o que traduz a maior lentiddo da
conversao do farmaco em seu metabdlito primario durante a fase aguda da doenca
(Pukrittayakamee et al., 1997). Os autores concluem que a reducdo da depuragdo da quinina
na fase aguda da malaria falciparum resulta, predominantemente, de uma alteracéo
(depressdo) da atividade das CYP hepaticas, particularmente da CYP3A. Como a quininae a
3-hidroxiquinina sdo ativos, os pesquisadores destacam ainda que, engquanto o metabolito
priméario contribuiria para aproximadamente 5% da atividade antimalarica do medicamento na
fase aguda, esta contribuicdo poderia ser de até 10% na convalescenca.

Akinyinka et al. (2000) estudaram, comparativamente, a cinética de uma dose oral
Unica de cafeina (300 mg) em um grupo de 10 nigerianos adultos com malaria falciparum e
em um outro grupo controle de 10 individuos saudaveis. A concentra¢do plasméatica maxima
da cafeina (Cmax) foi semelhante nos dois grupos, mas a Cmax do metabdlito paraxantina foi
menor nos pacientes com malaria. A razdo das AUCs paraxantina:cafeina nos pacientes foi
menor do que a razdo nos individuos saudaveis. Como a conversdo da cafeina em seu
metabolito paraxantina é catalisada por CYP1AZ2, estes resultados indicaram que a atividade
desta isoforma hepaética estava deprimida nos pacientes com malaria falciparum.

Os estudos clinicos anteriormente citados indicam, claramente, que durante a malaria
falciparum em seres humanos ha uma depressdo do metabolismo de xenobidticos mediado por
isoformas CYP hepéticas. Assim, em que pese as diferengas entre a malaria humana e os
modelos experimentais da doenca em roedores, 0s estudos clinicos sugerem que a depressao
de CYP, constatada em ratos e camundongos, ocorre também em pacientes. Os dados de
estudos clinicos mostram também que, pelo menos no que tange a infecgdo com P.
falciparum, as alteracfes do metabolismo e da cinética de xenobidticos causadas pela maléria

podem ter repercussdes relevantes em termos do tratamento farmacoldgico da doenca.

40



Quadro 1.1. Estudos em roedores sobre a modulacéo das enzimas hepéaticas de metabolizagdo de xenobidticos

Hospedeiro Parasita (Plasmodium ) Dia ap6s a Parasitemia
infeccdo
Espécie/linhagem Idade Espécie In6culo (%HP) Efeito sobre en
Rato P.berghei 1a8 4 metabolismo etill
nitroanisol; T sono
Camundongo jovem P.berghei 4 30-40% CYP-t, E
NMRI, A/J
Camundongo/ P.yoelii 80% d CYP-t, AH, AMI
albino nigeriensis
Rato (6rgédo 5-7 P.berghei 10°HP 14 3-35% { eliminagéo pirim
isolado) sem
Camundongo P.berghei 7 60% 4 CYP-t, AH, AMF
Rato SD 5-8  P.berghei 10°HP 5 25-40% { eliminagéo parac
sem
Rato SD 5-8  P.berghei 10°HP 5 25-30% { eliminag&o antipi
sem
Rato Wistar 4-sem P.berghei 7 Baixa<20% Desetilacédo da fene
Alta>20% Baixa e Alta
Rato Wistar 4 sem P.berghei 7 { eliminag&o metrc
Rato P.berghei EROD: | Baixa e /
Metoprolol: inalter:
Camundongo P.berghei irradiado 12,5% 1 CYP-t, BPH: NC
Rato P.berghei J metabolismo do ¢
Camundongo Swiss P. yoelii 1-2% 4 CYP-, cit b5, G¢
Rato 6 sem P.berghei 2x10°HP  9-12 28% (9-65%) d 56% CYP-t, 329
4 41% Test6pH
Camundongo P.yoelii J CYP-t mitocondr
Camundongo 6-8  P.berghei 10°HP 9-20 >30% J EROD, BROD, F
Swiss Webster sem  ANKA RNA CYP 1A2, 2E
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1.4 Evidéncias da regulacdo da transcrigdo génica de CYP por estimulos inflamatorios
Teoricamente, as infecgOes e estimulos inflamatdrios poderiam modular (deprimindo
ou induzindo) a atividade das enzimas de biotransformacéo de xenobidticos atuando em um
ou em mais de um dos niveis que se seguem: regulacdo (positiva ou negativa) da transcrig&o,
estabilizacdo/degradacdo do mRNA, alteracdo da traducdo, aceleragdo/retardo da degradacao
da proteina e modificacdo da atividade catalitica da enzima. Nos Gltimos anos, entretanto,
evidéncias tem sido apresentadas sugerindo que estimulos inflamatorios (e.g., LPS) poderiam
regular a transcricdo de genes de enzimas de biotransformagéo, particularmente de algumas
isoformas CYP. Apresentaremos a seguir, de forma sucinta, alguns mecanismos de regulacéo
da transcricdo de genes de isoformas CYP e 0s mecanismos pelos quais os estimulos

inflamatdrios poderiam alterar a transcricdo desses genes.

1.4.1 Mecanismos envolvidos na regulagdo da transcri¢ao dos genes CYP
1.4.1.1 Receptor Ah (AhR)

O receptor Ah (aryl hydrocarbon receptor, AhR) € uma proteina citoplasmatica
ativada por ligantes que regula a transcricdo do gene CYP1Al. No citoplasma, o AhR néo-
ligado esta associado a proteina de choque térmico Hsp90 (heat shock protein). A interacdo
com ligantes leva a dissocia¢do da Hsp90 do complexo (i.e., a ativagdo do receptor Ah) e a
translocacdo do AhR ativado para o nucleo da célula. O AhR dimeriza-se com a proteina Arnt
(AhR nuclear translocator) formando, entdo, o complexo AhR-Arnt (heterodimero) no
nicleo. Este complexo interage com elementos responsivos a xenobioticos (XRES) eapds o
recrutamento de co-ativadores e fatores gerais de transcricdo, promove a transativacao
(ativacdo da transcricdo) do gene alvo (Ke et al., 2001; Safe, 2001; Schmidt e Bradfield,
1996). O heterodimero AhR-Arnt, portanto, altera a expressdo dos genes controlados por
promotores XRE, entre os quais estdo o gene CYP1Al e outros genes responsivos ao AhR,
como o0 CYP1A2 e o CY1B1. O AhR ¢ expresso em todos os tecidos humanos, sendo a
expressao maior na placenta e nos pulmdes, Orgdos que exibem acentuada inducdo de
CYP1A1 em resposta a ligantes de AhR. A atividade transcricional de AhR é estimulada pela
interacdo do receptor com 0s 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 sdo capazes de regular também a transcricdo do gene
CYP2A5. Neste estudo, Arpiainen et al. (2005) usaram camundongos DBA-2 e C57BL/6, que
expressam CYP2A5, mas diferem geneticamente quanto a funcionalidade do AhR. A
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linhagem DBA-2 exibe uma alta expressdo constitutiva de CYP2A5, mas € fracamente
responsiva a indugéo por ligantes AhR (e.g., p-naftoflavona).

A analise da regido reguladora 5°do CYP2A5 para possiveis sitios de ligagdo ao AhR
revelou um unico sitio capaz de interagir com o heterodimero AhR/ARNT. A extensdo da
inducdo de CYP2A5 por intermédio de AhR é modesta comparada a inducdo da familia CYP1,
mas inclui o CYP2A5 no grupo de genes regulados por este receptor.

1.4.1.2 Receptor PXR

O receptor PXR, membro da familia de receptores nucleares NR1I, estd presente no
citosol associado a proteina CCRP (Cytoplasmic CAR Retention Protein), formando um
complexo. Quando o ligante interage com o complexo, o0 PXR se dissocia e € translocado para
0 nucleo da célula onde se associa ao receptor nuclear RXR, formando o heterodimero PXR-
RXR. O complexo PXR-RXR, por sua vez, liga-se aos XREs da regido promotora e ativa a
transcricdo génica do gene alvo. O receptor PXR participa da regulacdo de alguns genes da
subfamilia CYP3A por xenobidticos, e também dos genes de proteinas transportadoras
transmembrana (proteinas de resisténcia a multiplas 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 regulacdo de enzimas do metabolismo de xenobidticos, o receptor PXR parece estar
envolvido na regulacdo de enzimas importantes para a eliminacdo do colesterol, embora
nenhum ligante fisiol6gico (end6geno) do PXR envolvido na modulacdo desta via metabdlica
tenha sido identificado até agora.

Em seres humanos, o PXR é encontrado sobretudo no figado, mas também nos
testiculos e tecidos embrionarios, enquanto no camundongo o receptor so foi identificado no
figado e no trato gastrointestinal (TGI). Os ligantes do receptor PXR ja identificados incluem
esterdides de ocorréncia natural, como progesterona e corticosterona, a hiperforina encontrada
na erva de Sao Jodo, a dexametasona e o taxol, além de outros. Devido a diferenca de
seletividade para as substancias quimicas entre as especies foi observado, por exemplo, que a
pregnenolona-16a-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 familia 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 a
subfamilia de receptores nucleares NR1l. No citoplasma, o CAR esté associado as proteinas
CCRP e Hsp90. Apos interagir com o ligante, o receptor CAR dissocia-se das proteinas
chaperonas citoplasmaticas e € translocado para o nicleo onde forma um complexo com o
receptor RXR. A ligacdo do CAR ao PBREM (phenobarbital responsive enhancer module) na
regido promotora leva a ativacao da transcricdo de genes de isoformas da subfamilia CYP2B
(Timsit e Negishi, 2007). Foram identificados até agora varios co-ativadores transcricionais
para CAR, como PGC-1 (peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma co-activator 1
beta), SRC-1, Spl e ASC-2, entre outros (Timsit e Negishi, 2007).

O CAR é expresso primariamente no tecido hepético e renal e também, em menor
escala, no trato gastro-intestinal (TGI) e no coracdo de camundongos, e no cérebro humano. O
CAR esta envolvido na regulacdo de genes da subfamilia CYP2B, sendo o fenobarbital (PB) o
ativador mais conhecido deste receptor. Entretanto, substancias que ativam o receptor CAR
também séo indutores, embora em menor grau, do CYP2A5 murino (Simonsson et al., 2006).
Nesta linha de investigagdo, Itoh et al. (2006) demonstraram que substancias que ativam os
receptores PXR e CAR, como a rifampicina e o fenobarbital, aumentam os niveis do mRNA
de CYP2AG6 (ortélogo de CYP2A5) em hepatocitos humanos. Foi demonstrado também que o
Wyl4,643, ligante do receptor PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor o),
aumenta os niveis do mMRNA de CYP2AS5 hepatico (Cai et al., 2002).

Em trabalho recém-publicado, Moreau et al. (2008) demonstraram que a ativacdo dos
receptores CAR e PXR altera o metabolismo dos lipideos, a homeostase da glicose e a
inflamacdo, interferindo com os co-ativadores HNF-4a (Hepatocyte Nuclear Factor 4 o),
FoxO1l e FoxA2 - forkhead transcription factors, da familia de fatores de transcricdo foxo -
PGC-1a e com a subunidade p65 do fator nuclear-kappa B (NF-kB). Entre as substancias que
interagem com CAR 0s autores somam aos ja citados, os esterdides, como 3a,Sa-androstanol,
0s acidos retinoicos, o clotrimazol, a clorpromazina e os hidrocarbonetos, como o 1,4-bis[2-
(3,5-dicloropiridiloxi)]benzeno (TCPOBOP), ligante especifico do CAR de camundongos, e 0
6-(4-clorofenil)imidazol[2,1-b][1,3]tiazol-5-carbaldeido-O-(3,4-diclorobenzil)oxima CITCO),
ligante especifico do CAR humano, e vérios outros.

1.4.2 Regulacédo da transcri¢do de CYP por estimulos inflamatorios
A depressao das atividades e dos niveis das proteinas CYP por estimulos inflamatorios
(e.g., LPS), frequentemente, € acompanhada pela supressdo do respectivo mRNA, cuja

rapidez e magnitude sugerem que 0 mecanismo primario envolvido nessa resposta ocorra ao
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nivel transcricional. A inducdo menos frequentemente observada em infecches e na
inflamacdo poderia ocorrer por aumento da transcricéo.

Ha indicios de que esses mecanismos transcricionais possam diferir, dependendo do
tipo de estimulo inflamatorio, do gene especifico envolvido e do momento em que o efeito é
avaliado apds o estimulo inflamatorio. Ha relatos da participacdo dos fatores de transcricdo
C/EBP (CCAAT enhancer binding protein), HNF (fator nuclear de hepatocitos) e NF-kB na

depressdo ou inducédo das enzimas citocromo P450.

1.4.2.1 Regulagdo mediada pelo NF-kB

O fator nuclear-kappaB é um fator de transcricdo com fungdes pleiotropicas presente
nas celulas do sistema imune e em muitos outros tipos celulares. Este fator de transcri¢do tem
papel importante na regulacdo de processos fisioldgicos, como nas respostas imunes, nas
reacOes inflamatorias, na proliferacdo celular, na apoptose e em processos envolvidos no
desenvolvimento. O LPS e as citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a e interleucina-1p, séo
indutores de NF-kB, que ativado em resposta aos estimulos, promove a depressdo de
receptores nucleares/esteroidais e a ativagdo transcricional de varias citocinas pro-
inflamatdrias (Gu et al., 2006).

Uma interagdo fisica entre as vias do AhR e do NF-kB foi sugerida por Tian et al.
(1999). Os autores observaram que o TCDD ¢ a B-naftoflavona (BNF), conhecidos ligantes de
AhR, suprimiam a ativacdo do NF-kB. O TCDD tem alta afinidade pelo receptor Ah e leva a
potente indugdo de CYP1A. A IL-1B, por outro lado, ativa o NF-kB e suprime a indugéo de
CYP1A provocada pelo TCDD em hepatocitos em cultura. Baseados nessas observagdes em
ensaios in vitro, os autores sugeriram que ha interacdo fisica entre os dois receptores com
consequente repressdo mutua de atividade: indugdo de AhR pelo TCDD reprimiria NF-kB,
enquanto a inducdo de NF-kB pela IL-1B reprimiria AhR. Esse tipo de interagdo (repressao
reciproca) poderia explicar a supressdo de CYP1A pelas citocinas nos processos
inflamatorios.

Seguindo essa mesma linha de raciocinio, Ke et al. (2001) demonstraram que o NF-kB
inibia a acetilagdo da histona H4 na regido promotora de CYP1A1l, suprimindo a transcri¢do
do gene. As histonas sdo proteinas que compdem a cromatina e atuam como a matriz onde o
DNA se enrola. As histonas ligam-se ao DNA e exercem um papel importante na regulacéo
dos genes. A acetilacdo da histona permite o desenrolamento do DNA, o que remodela a
cromatina, facilitando o acesso dos fatores de transcricdo a regido promotora do gene no
DNA, o que favorece a transcricdo. Os autores mostraram, em cultura de células de hepatoma,

que o NF-kB desempenhava um papel importante na supressdo de CYP1Al pelo TNF-a e
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LPS, e também que o TNF-o inibia a acetilagdo da histona, o que poderia explicar a
inativacdo da regido promotora do gene CYP1A1. Os pesquisadores demonstraram ainda que
0s co-reguladores da transcricio p300/CBP e SRC-1 funcionavam, individual e
cooperativamente, revertendo os efeitos do TNF-a ¢ LPS sobre o gene relator ativado pelo
AhR nas células em cultura. Essas observacdes sugeriram aos autores que 0s dois co-
reguladores funcionavam como os integradores comuns das duas vias e mediavam as
interacdes cruzadas entre NF-kB e AhR.

Gu et al. (2006) investigaram a participagdo do NF-kB na regulacdo negativa de
CYP3A4 pelo LPS. Os autores estudaram a regulacéo da transcri¢do ao nivel 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 heterodimero) interagia com o NF-kB. Neste
sistema celular in vitro, os pesquisadores verificaram que o LPS e TNF-a ativavam o NF-kB,
e que esta ativacdo coincidia com a regulacdo negativa de CYP3A4 em hepatdcitos humanos.
A repressdo da ativacdo da regido promotora de CYP3A4 causada pelo LPS e pelo TNF-a foi
revertida pelo SRIkB, super-repressor de NF-kB, o que demonstrou o envolvimento especifico
de NF-kB. Gu et al. (2006) também observaram que a translocacdo do NF-kB (ativado pelo
LPS) para o nucleo desfazia a interacdo do complexo PXR-RXRa com a regido promotora do
gene CYP3A4. A depressdo do CYP3A4 mediada pelo NF-kB, tal como proposto por Gu et al.
(2006) esta representada no esquema abaixo (Figura 1.3), onde a RIF (rifampicina), indutor
classico de CYP3A4, é deslocada pelo NF-kB, cuja associagdo a parte RXR do complexo no
nacleo da célula, impediria a ligacdo do complexo PXR-RXR a regido promotora do gene

CYP3A4, suprimindo a transcrigao.
LPS
TNF-ux \
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Figura 1.3 Representacdo esquematica do mecanismo de regulacéo negativa do gene CYP3A4 mediado
pela ativagdo do NF-kB pela endotoxina (LPS) e pelo TNF-o. Reproduzido de Gu et al. (2006).
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Zhou et al. (2006) demonstraram que drogas que ativam o receptor PXR suprimem a
expressao dos genes alvo do fator nuclear de transcricdo NF-kB, como COX2 (gene da enzima
ciclooxigenase 2, cyclooxygenase-2), TNFA (gene do fator de necrose tumoral o, tumor
necrosis factor-alpha), ICAM1 (gene da molécula de adesdo intercelular 1, intercellular
adhesion molecule 1) e varias interleucinas. Nesta mesma linha, Moreau et al. (2008)
sugeriram a participacdo do NF-kB na inflamacéo que resulta da ativacdo do PXR provocada
por substancias quimicas. O esquema abaixo representa 0 mecanismo proposto por ambos os
autores para a repressdao mutua entre os dois receptores que ocorre na inflamacdo. No
esquema (Figura 1.4), as setas representam a ativacdo e a barra horizontal indica a represséo.
As citocinas pré-inflamatorias, as espécies reativas de oxigénio (EROs) e os produtos virais
promoveriam a translocacdo do NF-kB para o nucleo, onde o fator de transcrigédo regularia a

expressdo dos genes alvo.

" NFx-B

i Inflammation

Figura 1.4 Interacdo cruzada entre o receptor PXR e o fator nuclear de transcricdo NF-kB na resposta
inflamatéria. Reproduzida de Moreau et al. (2008).

1.4.2.2 Regulacdo mediada pelos fatores de transcricdo C/EBP (CCAAT enhancer
binding protein) e pelo fator nuclear de hepatocitos (HNF) na inflamacéo

A resposta de fase aguda (RFA) caracteriza-se por um conjunto de alteragdes
metabdlicas e catabolicas que ocorrem nos estagios iniciais da inflamagdo. A RFA é uma
resposta fisioldgica ao trauma, a infeccdo ou a lesdo tissular. Durante a RFA, o0s niveis das

proteinas de fase aguda, que sdo sintetizados no figado, podem estar elevados em niveis até
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mil vezes maiores que 0s niveis basais. Os genes das proteinas de fase aguda sdo, em sua
maioria, ativados por citocinas do tipo IL-6. Essa citocina aumenta os niveis do mRNA de um
grupo de fatores de transcricdo, as proteinas C/EBP, que incluem trés proteinas intimamente
associadas, as C/EBPa, B e 0, cuja expressdo difere entre os tecidos durante a RFA.

Cantwell et al. (1998) relataram que a RFA, desencadeada em camundongos pela
administracdo de LPS, deprimia os niveis dos mRNAs de C/EBPa, mas aumentava os niveis
do mRNA de C/EBPPB ¢ C/EBPS. A expressdo de uma forma truncada de C/EBPf (LIP),
deficiente na atividade de transativacdo, estava elevada na resposta inflamatoria dos
hepatdcitos (Cantwell et al., 1998). Jover et al. (2002) também demonstraram a participacéo
de LIP na regulacdo negativa de CYP3A4, uma vez que este fator de transcrigdo antagonizou a
transativacdo (aumento da taxa de transcri¢cdo) desencadeada pela C/EBPB de comprimento
normal (LAP). Este Gltimo grupo de autores também sugeriu que a reducdo da razédo
LAP:LIP estava associada a regulacéo negativa de CYP3A4 (Jover et al., 2002).

Pitarque et al. (2005) sugeriram que o fator de transcricdo C/EBPa estaria envolvido
na regulacao da transcricdo de CYP2A6. Os autores observaram que o aumento da transcri¢cao
de CYP2A6 em células de hepatoma humano era provocado pela interacdo do fator de
transcricdo C/EBPa com o fator-4 nuclear de hepatécitos (HNF-4), fator que promove a
diferenciacdo terminal dos hepatocitos no periodo peri-natal. Por outro lado, a regulagéo
negativa desta isoforma foi provocada pela superexpressdo da forma deficiente de C/EBPJ
(LIP) (Pitarque et al., 2005).

Yokomori et al. (1997) também atribuiram ao HNF-4 um papel na regulacdo da
expressdo dos genes CYP2A4 e CYP2A5 em camundongos. Jover et al. (2001), por sua vez,
observaram que hepatocitos humanos com expressao reduzida de HNF-4 tinham niveis de
MRNA de CYP deprimidos, sugerindo um papel para o0 HNF-4 na regulacdo da expresséo de
CYP2A6, CYP3A4 e CYP3A5, mas ndo de CYP2EL.

A participacéo dos fatores nucleares dos hepatocitos na regulacdo de CYP2C11, 3A2 e
2E1 por estimulos inflamatorios foi avaliada por Cheng et al. (2003). Esses autores
demonstraram que no figado de ratos tratados com LPS, havia um declinio rapido e acentuado
dos niveis de MRNA das isoformas CYP analisadas. A rapidez e intensidade do efeito do LPS
sobre os niveis de mRNA sugeriu aos autores que essa queda seria devida a supressao da
transcricdo dos genes. Esse efeito depressor sobre CYP foi, aparentemente, independente da
ativacdo do NF-kB pelo LPS, porque foi registrado também apds o tratamento dos ratos com
curcumina, que é um conhecido inibidor da ativacdo do NF-kB. Os pesquisadores notaram,
por outro lado, uma depressao da ligagdo dos fatores nucleares dos hepatdcitos 1a, 3B e 4a
(HNFla, HNF3B ¢ HNF4a) ao DNA. Embora a depressdo de cada um desses fatores
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isoladamente tenha sido pequena para explicar a regulacdo negativa da transcricdo de CYP, 0s
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 transcricdo C/EBP também
podem estar envolvidos na regulacdo negativa de isoenzimas CYP durante a resposta
inflamatoria.

As evidéncias trazidas por este conjunto de estudos recentes, realizados principalmente
in vitro com células de hepatoma transfectadas, sugerem que a ativagdo do fator nuclear de
transcricdo NF-kB por estimulos inflamatérios pode ser um elemento chave na regulacdo
negativa da transcricdo de isoformas CYP, quer pela ligacdo ao RXR, levando a dissociacao
do heterodimero RXR-PXR, como por exemplo no caso de CYP3A4, quer pela repressao da
ativacao do receptor AhR, como no caso de CYP1A1. Outros fatores nucleares de transcrigéo
podem estar envolvidos na regulacdo dessas e de outras isoformas, e qualquer generalizagdo
no estagio atual de conhecimento, parece prematura. A contribuicdo de alteracGes pOs-
transcricionais para a regulacéo da atividade de isoformas CYP nas infec¢des e na inflamacéo

também nédo pode ser inteiramente descartada.
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2- OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi caracterizar as alteragdes de enzimas de biotransformacao
de xenobidticos que ocorrem durante a malaria murina (fase eritrocitica) de evolucéo letal e
ndo-letal. Como os resultados obtidos durante o estudo indicaram que a malédria modula a
expressdo e a atividade de algumas monooxigenases hepaticas, investigamos também a
hipdtese de que essas alteracbes seriam mediadas pela elevacdo dos niveis do Oxido nitrico

durante a infeccéo.

2.2 Objetivos especificos (metas)

O estudo foi planejado e executado para alcancar as seguintes metas:

1 - Caracterizar as alteracGes da expressao e atividade de enzimas de biotransformacéo
de xenobidticos que ocorrem em camundongos (C57BL/6 e DBA-2) com quadro grave de
malaria (P. berghei ANKA), incluindo enzimas envolvidas em reagdes da fase 1 (expresséo
de CYP1A, atividades cataliticas de CYP1AL1/2, 2A5, 2B9/10 e 2E1) e da fase 2 (atividade de
uridina difosfoglicuronil-transferase, UGT, e glutationa S-transferase, GST - microssomal e
citosdlica) e niveis da glutationa (GSH).

2 - Verificar se a toxicidade de xenobidticos (efeito genotdxico) é alterada em quadro
de maléria grave (P. berghei ANKA) murina (C57BL/6), incluindo o efeito de mutagenos
diretos (etilmetanosulfonato) e indiretos que dependem de ativacdo metabolica por isoformas
das subfamilias CYP2B e 3A (ciclofosfamida) e 1A (dimetilbenzo[a]antraceno, DMBA).

3 - Caracterizar as alteracGes da atividade catalitica de CYP1AL1/2, 2A5 e 2B9/10 que
ocorrem ao longo da evolucdo de infecgbes de camundongos (C57BL/6 e DBA-2) com
parasita letal (P. berghei ANKA) e ndo-letal (P. chabaudi chabaudi).

4 - Investigar se a elevagao dos niveis de 6xido nitrico (NO) € evento necessario para a
regulacao da atividade catalitica de isoformas CYP1A1/2, 2A5 e 2B9/10 hepaticas na malaria
murina letal e ndo-letal e, também, para as alteracfes observadas em camundongos tratados
com endotoxina (LPS) de E. coli.

5 - Verificar se a NOS2 é induzida no figado, baco e cérebro de camundongos
(C57BL/6 e DBA-2) infectados com P. berghei ANKA.

50



3 - MATERIAL E METODOS
3.1. — Animais
3.1.1 — Hospedeiros

Utilizamos camundongos do sexo feminino das linhagens DBA-2 e C57BL/6, livres de
patogenos especificos (SPF, specific pathogen free), com idades entre oito e onze semanas,
fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ. Os
animais foram alojados em gaiolas de plastico com tampa de ago inoxidavel, de tamanho
padrdo para camundongos, cujo fundo foi revestido com maravalha de pinho branco. As
gaiolas com 3 a 5 animais foram mantidas em biotério de experimentagcdo com temperatura
(23+£2 °C), umidade relativa (aproximadamente 70 %) e ciclo claro/escuro de doze horas
controlados. Os animais tiveram livre acesso a &gua de torneira e alimento (ragcdo para
camundongos Nuvital CR1, Nuvital®, Curitiba, PR, Brasil) durante todo o experimento. O
protocolo do estudo (P-0114-02, “Estudo das alteracOes da atividade e expressdo de CYP
450s e da cinética de xenobidticos na esquistossomose e malaria”) foi examinado e aprovado
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) da instituig&o.

3.1.2 — Parasitas

Neste estudo, empregamos duas espécies de plasmodios que infectam roedores de
laboratdrio; um parasita letal, Plasmodium berghei (ANKA) e outro nédo letal, Plasmodium
chabaudi chabaudi, para os hospedeiros utilizados. Os plasmdédios das duas espécies foram
originalmente cedidos pelo Laboratorio de Pesquisas em Malaria (IOC/FIOCRUZ) e, a partir

de entdo, mantidos no nosso laboratorio em solugéo de Alsever e congelados a — 80 °C.

3.2 — Procedimentos
3.2.1 Infeccéo dos hospedeiros e determinacgéo das taxas de parasitemia

Aliquotas do sangue em solucdo de Alsever (contendo hemacias de camundongos
parasitadas com o plasmaddio), armazenadas em criotubos & — 80 °C, foram descongeladas a
temperatura ambiente e, em seguida, centrifugadas (400 g por 5 minutos, em centrifuga
Eppendorf Minispin®) e suspendidas em salina 0,85% estéril. Este processo de lavagem
(centrifugacdo e ressuspensdo) foi repetido até o desaparecimento de qualquer sinal de
hemolise. Obtido o sobrenadante limpido, 200 uL deste sangue diluido em salina foram
administrados por via intraperitoneal a um camundongo que seria, entdo, o doador empregado
para a infeccdo dos animais do experimento.

Vinte e quatro horas apos a inoculacdo do plasmodio no animal doador, uma gota de

sangue da ponta da cauda foi retirada para fazer a distensdo sanguinea e determinar a taxa de
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parasitemia. Para diluir o sangue do doador, de modo a inocular no animal de experimentacao
0 numero desejado de hemacias parasitadas (HP), determinamos a hematimetria (nUmero de
hemacias por volume de sangue) em camara de Neubauer. Os camundongos do experimento
receberam por via intraperitoneal (i.p.) 200 uL do sangue do doador diluidos em tampé&o
fosfato de potassio, PBS, de modo a conter 10° HP (P. berghei) ou 10" HP (P. c. chabaudi).
As laminas das distensGes sanguineas foram preparadas a partir de uma gota de sangue
retirada da ponta da cauda do animal infectado. As laminas foram coradas com o kit de
corantes Panoptico Rapido. Pelo menos mil células foram examinadas em diferentes campos
para determinacdo da taxa de parasitemia (%HP = (No. hemécias parasitadas / No. total de

hemacias) x 100).

3.2.2 — Tratamentos com lipopolissacarideo de E. coli e aminoguanidina

O LPS foi administrado por injecdo 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 solugdo estoque de 50 mg/mL em salina 0,9%
estéril. A solucdo foi levada ao ultra-som por trinta minutos, aliquotada em tubos tipo
eppendorf e congelada a — 20 °C. No momento de uso, a solugdo estoque foi diluida 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 induzivel (NOS2 ou iNOS), foi
comprada da Sigma Chemical Co, St Louis, EUA. O veiculo da aminoguanidina foi o PBS e 0
volume injetado foi 200 puL por camundongo. As doses foram 50 e 100 mg/kg por via i.p., em
administracdo Unica. Em alguns experimentos, os camundongos receberam também
aminoguanidina na agua de beber, 4 mg/dL, durante as vinte e quatro horas que antecederam a

eutanasia.
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3.2.3 — Eutanasia, coleta de sangue e remogao de 6rgaos dos camundongos

Os camundongos foram mortos por deslocamento cervical. Apds a morte do animal, o
baco e o figado e, em alguns casos o cérebro, foram rapidamente removidos, postos em placas
de Petri de vidro, resfriadas e mantidas sobre gélo em escamas contido em caixa de isopor, €
pesados. O figado foi,, em seguida envolto em folha de aluminio, congelado em nitrogénio
liquido e armazenado a — 80 °C em congelador de temperaturas ultra-baixas até 0 momento
em que foram feitas as preparacOes hepaticas (microssomal ou citosélica). Os fragmentos de
orgéos para o RT-PCR foram postos em criotubos Nalgene®, com fundo levemente concavo
e tampa de rosca que ndo permitia a penetracdo do nitrogénio. Os criotubos foram
armazenados no congelador de temperaturas ultra-baixas a — 80 °C.

O sangue para determinacdo dos niveis de o0xido nitrico e atividade de transaminases
foi coletado do plexo peri-orbitario imediatamente antes da morte por deslocamento cervical.
O soro foi separado por centrifugacdo a 5.000 rpm durante vinte minutos em centrifuga
eppendorf Minispin®. As amostras de soro foram acondicionadas em tubos préprios para

criogenia e armazenadas a — 80 °C até o momento das analises.

3.2.4 — Preparacdo das fragdes subcelulares do tecido hepatico

Fracgdo microssomal | (Atividades cataliticas de CYP e UGT, e immunoblotting)

A fracdo microssomal hepatica foi preparada como descrito por De-Oliveira et al.
(1997). Para o preparo da fragdo microssomal, os figados foram retirados do freezer — 80 °C
e degelados em banho de gelo. Em seguida, os 6rgdos foram pesados, lavados com uma
solugéo 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
solugédo tampéo tris 100 MM com KCI 150 mM pH 7,4, correspondente a quatro vezes 0 peso
do orgdo a uma velocidade de 1.200 rpm.

Apos a completa homogeneizagdo do 6rgdo, o homogeneizado foi filtrado em gaze,
transferido para tubos de centrifuga e centrifugado em centrifuga 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 ultracentrifuga Hitachi CP70MX"®.

Apos a primeira ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
homogeneizado - com 0 mesmo tampédo usado para a primeira homogeneizacdo — a uma
velocidade de 250 rpm. As amostras foram submetidas, entdo, a uma segunda
ultracentrifugacéo a 100.000 X g por uma hora a 4 °C.

O sedimento obtido foi suspenso em solucdo tampdo fosfato de potassio dibasico 100

mM com 20% de glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4. Apo6s a completa ressuspensdo do
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sedimento, as amostras foram aliquotadas em tubos para criogenia e armazenadas em

nitrogénio liquido ou freezer — 80 °C até 0 momento de uso.

Fracdo Microssomal Il (Atividade da GST microssomal)

O preparo da fragdo microssomal para determinar a atividade da GST ligada ao
reticulo endoplasmatico seguiu o procedimento da preparacdo microssomal convencional,
exceto pelo fato de que seguimos a recomendacdo de Fowler et al. (1994) (i.e., usamos
tampéo Tris 150 mM com pH 8,0) para eliminar a contaminacdo citosolica.

Fizemos, entdo, trés lavagens em pH alcalino, centrifugando em centrifuga Hitachi
CP70MX® a 100.000 X g durante uma hora a 4 °C. Ap6s a terceira ultracentrifugacdo, o
sedimento foi homogeneizado em tampdo fosfato de potassio dibasico 100 mM com 20% de
glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4.

As amostras foram, entdo, aliquotadas em tubos para criogenia e armazenadas em

nitrogénio liquido ou freezer — 80 °C até 0 momento de uso.

Fracao Citosolica (Atividade de GST citosolica)

A fragdo citosolica do figado dos animais foi preparada segundo o método relatado por
Abel et al. (2004), como descrito a seguir.

O figado congelado a — 80 °C foi mantido sobre o gelo, em placa de Petri, e lavado
com solucéo salina 0,9%. O 6rgéo foi seco com papel de filtro e ap6s registrado o peso, foi
levado ao homogeneizador de vidro do tipo Potter-Elvejhem com capacidade para 15 mL,
contendo um volume de tamp&o Tris 10 mM pH 7,4 com sacarose 250 mM, ditiotreitol (DTT)
0,2 MM e EDTA 1 mM correspondente a uma vez € meia 0 peso do érgdo. O tecido foi
submetido a movimentos de rotacdo do pistilo a 1.200 rpm até a sua completa
homogeneizagdo. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 X g por dez minutos a4 °C. O
sobrenadante obtido foi, entdo, centrifugado a 15.000 X g por vinte minutos a 4 °C. Ambas
as centrifugacgdes foram realizadas em centrifuga Eppendorf 5804 R. O sobrenadante obtido
foi filtrado em gaze e submetido a uma centrifugacdo a 105.000 X g por uma hora a 4 °C em
ultracentrifuga Hitachi CP70MX®. O sobrenadante foi aliquotado em tubos para criogenia e

congelado em nitrogénio liquido ou freezer — 80 °C até o momento das analises.
3.2.5 - Quantificacdo de proteinas nas fracoes subcelulares.

A quantificacdo de proteinas nas fragdes citosolica e microssomal foi realizada

segundo o método descrito por Bradford (1976). Albumina sérica bovina (BSA) foi usada
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como padréo e a solugdo tampédo empregada foi a de fosfato de potéssio monobésico 50 mM e
NaCl 150 mM pH 7,2.

O método foi adaptado para leitora de microplacas (espectrofotometria), seguindo as
informacdes do fabricante do corante azul de Coomassie usado no ensaio (Reagente de
Bradford, Sigma Chemical Co, St Louis, EUA).

A leitura de absorbancia foi feita a 595 nm em espectrofotdometro para microplaca
modelo Spectramax Plus (Molecular Devices®), usando o software Softmax Pro verséo 4.0

para Macintosh® e Windows®.

3.2.6 — Determinacéo das atividades enzimaticas
3.2.6.1 ReacOes de monooxigenagao:

Alcoxi-resorufina-O-desalquilases (XROD): EROD e BROD

Preparacao dos substratos (etoxiresorufina e benziloxiresorufina)

A etoxiresorufina e a benziloxiresorufina foram pesadas (2 mg) em balanca de quatro
casas decimais. As solucdes estoque dos substratos foram feitas em capela quimica, como
descrito a seguir.

Foram adicionados 2 mL de cloroformio ao recipiente contendo o substrato. A solugéo
foi distribuida em frascos de vidro com capacidade para 1 mL (os frascos foram recobertos
individualmente com folha de papel laminado para manté-los ao abrigo da luz), de modo a
obter em cada frasco 60,35 pg ou 75,85 ug de etoxiresorufina ou benziloxiresorufina,
respectivamente. O cloroférmio foi evaporado. Os tubos foram fechados e armazenados a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

No momento de uso, foram adicionados ao frasco contendo o substrato, 250 pL de
dimetil sulfoxido (DMSO) para obter uma solugdo 1 mM. Em seguida, a solucdo de substrato
em DMSO (1 mM) foi diluida para 30 uM com uma solu¢do tampédo K,HPO, 50 mM pH 7,8
(solucdo de uso no ensaio) para ser adicionada & microplaca. A solu¢do assim obtida foi

agitada no vortex para que obtivéssemos uma solu¢do completamente homogénea.

Ensaio em microplaca

As atividades da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e benziloxiresorufina-O-
desbenzilase (BROD) foram determinadas na fracdo microsomal hepatica dos camundongos,
essencialmente como descrito por Burke (1985), exceto pelo emprego de sistema regenerador
de NADPH e adaptacdo para microplaca (noventa e seis po¢os). A adaptacao para microplaca

foi feita segundo o que foi proposto por Kennedy (1994), com algumas modificacoes.
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Os substratos etoxiresorufina (EROD) e benziloxiresorufina (BROD) foram usados na
concentracdo de 5 uM. A solucdo tampéo para o ensaio foi fosfato de potassio dibasico 50
mM pH 7,8 e o sistema regenerador de NADPH usado para desencadear a reacdo era
constituido de PB-NADP; glicose-6-fosfato; glicose-6-fosfato desidrogenase e cloreto de
magnésio, preparado como solugéo unica, para obter as concentragdes finais de 0,25 mM, 5
mM, 0,5 U/mL e 2,5 mM, respectivamente.

Antes da realizacdo do ensaio, foram testadas diferentes concentragdes de proteina, e
diferentes tempos de incubacgéo da reacdo, de modo que comprovamos a linearidade da reagédo
nas condicOes fixadas (tempo e quantidade de proteina) para realizacdo do ensaio. Com base
nestes testes preliminares, fixamos a quantidade de 25 pg de proteina para ser adicionada a
cada micropoco. Os microssomos foram, portanto, diluidos na solugdo tampao para que
fossem adicionados 25 pg de proteina a cada micropogo da microplaca.

Para o ensaio, a solucdo tampao, a fragdo microssomal e o substrato foram adicionados
aos pocos da microplaca, que era mantida no banho de gélo até 0 momento da pré-incubacéo
em banho-maria Heto® com agitacdo, mantido a 37 °C. O volume final em cada micropoco
foi de 0,3 mL. Apds 3 minutos de pré-incubacdo, o sistema regenerador de NADPH foi
adicionado a cada fileira da microplaca a intervalos de sessenta segundos e, ap6s decorridos
10 minutos, a reacéo foi interrompida com a adi¢do de 0,1 mL de acetonitrila aos micropocos.
O volume final para a leitura no espectrofluorimetro para microplacas foi, portanto, de 0,4
mL.

A microplaca era retirada do banho-maria e deixada a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz por 15 minutos antes da leitura da fluorescéncia produzida com a reagéao.

Para construir a curva padrdo com a substancia fluorescente, em cada microplaca em
que se media a atividade, foram adicionados diferentes volumes de uma solucdo de resorufina
1 uM e da solucdo tampéo usada no ensaio, de modo a se obter diferentes concentracGes de
resorufina. O volume final no micropoco para a leitura da curva padréo foi de 0,4 mL.

Para determinar a atividade enzimatica e construir a curva padrdo, as medidas foram
realizadas em triplicata.

Para a leitura da fluorescéncia produzida com o acumulo da resorufina formada
durante a reacdo, a microplaca foi levada ao espectrofluorimetro para microplacas modelo
Spectramax GeminiXS (Molecular Devices®), usando o software Softmax Pro versdo 4.0 para
Macintosh® e Windows®. A leitura foi feita empregando os seguintes parametros: excitacdo

530 nm, emissdo 590 nm e precisdo normal.
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As atividades de EROD e BROD foram expressas como picomoles de

resorufina/minuto/miligrama de proteina.

Cumarina 7-hidroxilase (COH)

Ensaio em microplaca

A atividade da cumarina-hidroxilase foi determinada na fracdo microssomal hepatica
dos camundongos, sendo a leitura da fluorescéncia realizada por meio de fluorimetro para
microplacas, segundo método descrito por Rhanasto (2003), com algumas modificagoes.

A cumarina (substrato) foi usada na concentragdo final de 10 uM, dissolvida em
etanol. A solugdo tampé&o para o ensaio foi Tris 50 mM pH 7,4 e o sistema regenerador de
NADPH usado para desencadear a reacdo era constituido de B-NADP; glicose-6-fosfato;
glicose-6-fosfato desidrogenase e cloreto de magnésio, preparado como solucdo Unica, para
obter as concentrages finais de 0,4 mM, 10 mM, 0,5 U/mL e 10 mM, respectivamente.

Para padronizar as condi¢des do ensaio, diferentes concentracdes de proteina e
diferentes tempos de incubacéo foram testados, fixando-se em 80 ug de proteina a quantidade
a ser adicionada ao micropogo. Os microssomos foram, portanto, diluidos na solugdo tampéao
para que fossem adicionados 80 ug de proteina a cada micropogo da microplaca.

A solucdo tampdo, a fracdo microssomal e o substrato foram adicionados a microplaca
que foi mantida sobre gélo em escamas até o momento da pré-incubacdo em banho-maria
Heto® com agitacdo a 37 °C. O volume final em cada micropogo foi de 0,1 mL. Apds 3
minutos de pré-incubagéo, o sistema regenerador de NADPH foi adicionado a cada fileira da
microplaca, a intervalos de sessenta segundos, e apos 10 minutos, a reacgao foi interrompida
com a adigdo de 0,06 mL de &cido tricloroacético a 10%. Em seguida, foram adicionados
0,14 mL de uma solugéo de glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4 a cada micropogo.

Para construir a curva padrdo com a substancia fluorescente, a cada microplaca em que
foi determinada a atividade da COH, foram adicionados diferentes volumes de uma solucgéo
de umbeliferona 8 uM, preparada em solugdo tampéo glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4, de modo
a obter diferentes concentracdes do produto da reacdo (umbeliferona). Foram também
adicionados aos micropogos, solucdo de cumarina 100 uM, fragdo microssomal diluida em
tampdo Tris 50 mM pH 7,4 para obter 80 ug de proteina. e tampéo Tris 50 mM pH 7,4 para
completar o volume para 0,1 mL. Ao final, foram adicionados também 0,06 mL de acido
tricloroacético e 0,14 mL da solugdo glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4 a todos 0s micropocos
usados para determinar a curva padrdo. Para medir a atividade das amostras e construir a

curva padréo, as determinacdes foram feitas em triplicata.
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Ao final da reacdo, para a leitura da fluorescéncia produzida com o acimulo da
umbeliferona, a microplaca foi levada ao espectrofluorimetro para microplacas modelo
Spectramax GeminiXS (Molecular Devices®), usando o software Softmax Pro versdo 4.0 para
Macintosh® e Windows®. A leitura da fluorescéncia foi feita com os seguintes parametros:
excitagdo 355 nm, emisséo 460 nm e preciséo normal.

A atividade de COH foi expressa como picomoles de umbeliferona/minuto/miligrama

de proteina.

Ensaio usando fluorimetro convencional

O ensaio convencional da cumarina 7-hidroxilase foi realizado em tubos de ensaio de
vidro de capacidade igual a5 mL. O volume final da reacdo era 0,5 mL e a mistura continha:
tampdo Tris 50 mM pH 7,4, cumarina 10 uM, proteina 0,4 mg (quando a linhagem de
camundongos avaliada era DBA-2) ou 0,8 mg (para a linhagem C57BL/6). A reacdo tinha
inicio com a adicdo da mistura (sistema regenerador de NAPH) de co-fatores B-NADP 0,5
mM, glicose 6-fosfato 10 mM, glicose 6-fosfato desidrogenase 0,5 U/mL e cloreto de
magnésio 10 mM apds uma pré-incubagdo de trés minutos.

Ap0bs dez minutos de incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 uL de
HCI 2 N. Adicionavamos, entdo, 1 mL de cloroféormio a mistura e, apds um periodo de
repouso de trinta minutos, a umbeliferona (500 pL) foi extraida e transferida para tubos tipo
eppendorf que continham 750 pL de uma solugdo de glicina NaOH 1,6 M pH 10,4.
Decorridos vinte minutos, a umbeliferona foi extraida e transferida para cubetas de quartzo,
sendo diluida quatro vezes (para as amostras de DBA-2), ou duas vezes (para as amostras de
C57BL/6), em tampdo glicina antes da leitura da fluorescéncia.

A leitura da fluorescéncia produzida pela umbeliferona acumulada durante a reacao foi
realizada em espectrofluorimetro Shimadzu® RF5001 com a fixacdo dos seguintes
parametros: excitagdo 355 nm e emissdo 460 nm com abertura de fenda 3 nm.

Antes da leitura das amostras foi construida uma curva padrdo a partir de dilui¢fes de
uma solucdo de umbeliferona 1 puM.

p-nitrofenol-hidroxilase (PNPH)

A atividade da para-nitrofenol-hidroxilase (PNPH), marcadora da atividade catalitica
de CYP2EL, foi determinada na fracdo microssomal hepéatica dos camundongos, segundo o
método descrito por Reinke e Moyer (1985), com algumas modifica¢es introduzidas por
Allis e Robinson (1994).
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A atividade da PNPH foi determinada usando um espectrofotdmetro Shimadzu ®
UV1601, empregando o programa cinético, e fixando o comprimento de onda de leitura em
480 nm. Ao espectrofotdmetro foi acoplado um banho-maria Fanem® modelo 116R, com
bomba de demanda, o0 que permitia que a temperatura na célula (e na cubeta) fosse mantida
estavel a 37 °C.

O ensaio ocorreu como se segue: & cubeta de poliestireno foram adicionados 865 pL
de tampdo fosfato de potassio dibéasico 0,1 M pH 6,8, 10 uL de p-nitrofenol 10 mM,
preparado em tampdo fosfato de potassio dibasico 0,1 M pH 6,8, e 100 uL de fracdo
microssomal diluida no mesmo tampdo para obter a concentra¢do de 2 mg/mL de proteina.

O contetdo da mistura foi preé-incubado durante cinco minutos em banho-maria
Heto® com agitacdo a 37 °C. O sistema regenerador de NADPH, constituido de glicose 6-
fosfato, glicose 6-fosfato desidrogenase e B-NADP — para obter as concentragdes finais de 5
mM, 1 U/mL e 0,25 mM, respectivamente — foi adicionado a cubeta para iniciar a reagéo.
Depois de 5 minutos adicionais de pré-incubacdo (no banho-maria Heto® com agitagédo a 37
°C), a cubeta foi levada ao espectrofotdmetro que registrou a absorbancia diferencial (AA =
Ao — Ayp) no intervalo de 10 minutos de reagao.

Antes do ensaio, uma curva espectral do p-nitrofenol — substrato da rea¢do — 0,1 mM
em tampdo fosfato de potassio dibasico 0,1 M pH 6,8 — foi feita em cubeta de quartzo na faixa
de comprimentos de onda de 300 a 600 nm. A reproducgéo do pico caracteristico do substrato
confirmava a completa solubilizacdo do paranitrofenol na solugdo tampao.

Para a padronizagdo do metodo, testamos diferentes quantidades de proteinas e
fixamos a quantidade de 0,2 mg de proteina para ser utilizada no ensaio.

Para calcular o 4-nitrocatecol produzido na reagdo, utilizamos o coeficiente de
extingdo de 3,57 mM™ cm™ (Allis e Robinson, 1994).

A atividade de PNPH foi expressa como nanomoles de 4-
nitrocatecol/minuto/miligrama de proteina.

Devido a reduzida variabilidade entre as leituras de absorbancia de uma mesma
amostra, a atividade de PNPH de cada amostra foi determinada em duas determinacGes

(duplicatas).
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3.2.6.2 Reac0es de conjugacao:

Uridina difosfo-glicuroniltransferase (UGT)

A atividade da uridina difosfo-glicuroniltransferase (UGT) foi determinada na fragéo
microssomal hepética dos camundongos. A atividade da UGT foi determinada segundo o
método decrito por Bock et al. (1983).

A reagdo ocorreu em tubos de ensaio mantidos em banho-maria Heto® com agitacéo a
temperatura de 37 °C por trinta minutos.

Aos tubos de ensaio com capacidade para 5 mL, inicialmente mantidos em gélo, foram
adicionados tampao Tris 100 mM pH 7,4, triton X-100 0,25 %, p-nitrofenol 5 mM, MgCl, 50
mM e 0,1 mL da fracdo microssomal diluida no mesmo tampdo para obter 0,1 mg de
proteinas. O volume final no tubo de ensaio onde ocorreu a reagdo foi de 0,5 mL.

ApOls dois minutos de pré-incubacdo a 37 °C, foram adicionados 50 pL de acido
uridina difosfoglicurénico (UDPGA) 30 mM para dar inicio a reacdo. Transcorridos trinta
minutos, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de acido tricloroacético 5% aos tubos
de ensaio que, em seguida, foram centrifugados a 2.300 rpm por vinte minutos (centrifuga
Quimis®).

Apos adicionar a cubeta 1 mL do sobrenadante e 250 uL de NaOH 2 N, a absorbancia
(405 nm) foi lida em espectrofotémetro Shimadzu® UV 1601. O “branco” da reac¢do continha
todos 0s componentes para a reacao, exceto o p-nitrofenol, e a cubeta de “referéncia” continha
todos os componentes, exceto a UDPGA. A leitura da absorbancia do branco foi feita contra
a &gua; e a da referéncia e a das amostras foi realizada contra o branco da reacao.

A absorbancia das amostras resulta da absorcdo de luz pelo p-nitrofenol intacto, que
ndo havia sido conjugado. O valor diferencial entre a absorbancia da célula de referéncia 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 proteina. O ensaio foi realizado em triplicata
para cada amostra.

A concentra¢do do glicuronato formado foi calculada com base no coeficiente de
extincdo molar de 14,9 x 10° mM™ cm™ estabelecido por Martin e Black (1994).

Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada nas fracdes citosolica e
microssomal hepaticas dos camundongos segundo método descrito por Habig et al. (1974).

Para determinar a atividade de GST foi usado um espectrofotdmetro Shimadzu® UV

1601, sendo a leitura da absorbancia realizada no comprimento de onda de 340 nm. Ao
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espectrofotdmetro foi acoplado um banho-maria Fanem® modelo 116R com bomba de
demanda, o que permitia que a temperatura na célula fosse mantida estavel a 25 °C.

As duas cubetas de quartzo foram adicionados 450 pL de solugdo tamp&o fosfato de
potassio dibasico 100 mM pH 6,5, 25 uL de 1,cloro-2,4-dinitrobenzeno 40 mM e 25 uL de
glutationa 40 mM. Para medir a atividade da GST microssomal, foram adicionados 430 pL
de tampdo (ao invés de 450 uL), porque nesse caso foram adicionados também 20 uL de
Triton X-100 5%.

A cubeta contendo a amostra, onde iria ocorrer a reacéo, foram adicionados 500 pL de
fracdo citosolica ou microssomal diluidas na solucdo tampéo de uso, de forma a introduzir na
cubeta 5 ug (no caso da GST citosdlica) ou 50 ug (no caso da GST microssomal) de proteina.
A cubeta de referéncia, em lugar da fracio subcelular hepatica, foram adicionados 500 pL da
solucdo tampéo de uso. Transcorridos cinco minutos de reacdo, foi registrada a leitura da
absorbancia diferencial (AA) a cada minuto de reacéo.

Para o célculo da concentragdo do conjugado (2,4-dinitrofenil-glutationa) formado foi
usado o coeficiente de extincdo molar de 9,6 mM™ cm™ (Habig et al., 1974).

A atividade da GST foi expressa como umoles (para GST citosolica) ou nanomoles
(para GST microssomal) de 2,4-dinitrofenil-glutationa/miligrama de proteina/minuto.

Quando as amostras de fracdo citosdlica de camundongos C57BL/6 foram avaliadas
(GST citosolica), foram introduzidos 2,5 ug de proteina na cubeta, ao invés dos 5 ug
introduzidos no caso dos camundongos da linhagem DBA-2. As determinacgdes foram feitas

em triplicata.

3.2.6.3 — Determinacéo dos niveis da glutationa reduzida (GSH)

Preparacao do homogeneizado tissular

A quantificacdo da glutationa reduzida (GSH) foi feita no homogeneizado hepatico,
como descrito por Cao e Li (2004).

Apdbs a morte por deslocamento cervical, os figados foram retirados e o sobrenadante
hepéatico foi preparado imediatamente. Os Orgdos foram inicialmente lavados com uma
solucéo gelada de PBS, cortados em pequenos pedacos, novamente lavados de forma intensa
com a mesma solugdo, e secos com auxilio de papel de filtro. Os figados foram, ent&o,
homogeneizados em um volume de solucdo tampéo fosfato de sédio 100 mM com EDTA 5
mM, correspondendo a aproximadamente duas vezes o peso do 6rgdo. O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 X g a 4 °C durante quinze minutos e, em seguida, congelado e

armazenado a — 80 °C, por periodo ndo superior a quinze dias, antes da quantificacdo da GSH.
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Quantificacdo da concentracdo da GSH

A GSH hepatica foi determinada como descrito por Zhu et al. (1995) e Cao et al.
(2003) usando espectrofluorimetro Shimadzu® RF 5001, com a fixacdo dos seguintes
parametros: excitacdo 350 nm, emissdo 420 nm e abertura de fenda 3 nm.

No momento da anélise, 10 uL do sobrenadante degelado foram incubados com 12,5
pL de acido fosforico 25% e 37 pL de tampéo fosfato de s6édio 0,1 M com EDTA 5 mM pH 8
a 4 °C por dez minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13.000 X g por dez
minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi incubado com uma solucdo de o-ftalaldeido 0,1%
em metanol, e com o tampdo alcalino usado para a centrifugagdo, por quinze minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a leitura no espectrofluorimetro. A
concentragdo de GSH na preparacdo hepatica foi calculada a partir de uma curva padrédo
construida com dilui¢des sucessivas de uma solucdo de GSH a 20 uM. A curva padrao foi
construida concomitantemente com a determinacdo da GSH nas amostras.

Os resultados foram expressos como nanomoles de GSH/ mg de proteina.

3.2.7 — Determinagdes realizadas no soro sanguineo
3.2.7.1 Determinacéo 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 ®, seguindo
método descrito por Reitman e Frankel (1957). Foram seguidas as instrucdes do fabricante,
adaptando-se as condicdes para a realizacdo da reacdo em microplaca (noventa e seis pogos).
A leitura de densidade Otica foi feita a 505 nm em espectrofotdmetro para microplaca modelo
Spectramax Plus (Molecular Devices®), usando o software Softmax Pro versdo 4.0 para
Macintosh® e Windows®.

As atividades de AST e ALT foram expressas como unidades internacionais/L (UI/L).

3.2.7.2- Quantificacéo dos niveis de 6xido nitrico (NO)

O nitrito sérico formado foi quantificado segundo a reacdo de Griess (1879). O nitrato
do soro sanguineo foi transformado em nitrito com o uso da nitrato redutase e quantificado,
segundo a descricdo que se segue. O nitrito e o nitrato (transformado) sericos foram expressos
como concentracdo (uM) de nitrito sérico.

Duas curvas padrdo foram construidas paralelamente para quantificacdo do nitrito nas

amostras de soro: uma de nitrito e outra de nitrato.
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Nitrito

Uma solugédo de nitrito de sédio 0,2 mM foi preparada em agua milliQ. Diferentes
diluicdes da solucdo 0,2 mM foram transferidas para os micropocos de uma microplaca (em
triplicata), de modo a compor uma curva padrdo com onze concentragdes de nitrito. Aos
micropogos correspondentes ao branco foi adicionada agua milliQ.

Em seguida, o reagente de Griess (partes iguais das solu¢fes de sulfanilamida 2% em
acido fosforico 5%; dicloridrato de N-1-naftilenodiamino — NEED - 0,2% em agua milliQ;
acido fosforico 5% em agua milliQ e agua milliQ) foi adicionado aos micropocos.

A absorbancia nos diferentes pocos da microplaca foi entdo lida em espectrofotdmetro
de placa modelo Spectramax Plus (Molecular Devices®), fixado o comprimento de onda em

540 nm, e usando o software Softmax Pro versao 4.0 para Macintosh® e Windows®.

Nitrato

Uma solucdo de nitrato de sodio 0,4 mM foi preparada em agua milliQ. Diferentes
diluicbes da solucdo 0,4 mM foram transferidas para os micropogos (em triplicata) de uma
outra microplaca, de modo a compor uma curva padrdo com onze concentrag0es de nitrato.
Ao0s micropocos correspondentes ao branco foi adicionada agua milliQ. A0S micropogos
restantes da microplaca que continha a curva de nitrato, foram adicionadas as amostras de
soro para analise.

Em seguida, foi adicionado um coquetel a todos os micropocgos (contendo o branco, as
diluicdes de nitrato de sodio e as amostras). O coquetel foi constituido de nitrato redutase 4
U/L - para reduzir o nitrato sérico a nitrito - preparado com o tampdo de uso; NADPH 0,1
mg/mL em agua milliQ; tampéo fosfato de potassio monobasico pH 7,5 40 mM e agua milliQ.

A microplaca foi incubada a 37 °C em estufa (marca Heraeus®) durante a noite por
um periodo de aproximadamente dezesseis horas.

Ao final do periodo de incubagdo, o reagente de Griess foi adicionado a todos 0s
micropocos e a microplaca foi, entdo, levada a um espectrofotdmetro para placas, modelo
Spectramax Plus (Molecular Devices®), para leitura da absorbancia em 540 nm, usando o

software Softmax Pro versdo 4.0 para Macintosh® e Windows®.

3.2.8 — Determinacéo da proteina CYP1A1/2 por immunoblotting

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (sodium dodecyl
sulphate, SDS) foi realizada usando a fonte de eletroforese Amersham Pharmacia Biotech ®
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 resolucéo.
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As placas de vidro foram lavadas com detergente e, apds a montagem, testamos a
presenca de vazamento. Alcool comercial foi usado para limpeza.

As placas foram, entdo, montadas no modulo de corrida. O gel de resolugéo
(acrilamida 10%, SDS 0,1%) foi adicionado até uma altura correspondente a 2/3 da placa. A
solugdo de SDS 0,1% foi adicionada de modo a cobrir o gel, e deixada polimerizar
(aproximadamente trinta minutos). Retiramos 0 excesso de agua e, ap0s 0 posicionamento do
pente, aplicamos o gel de empacotamento (acrilamida 4% SDS 0,1%). Deixamos polimerizar
e, apos trinta minutos, colocamos o tampao de corrida (SDS 0,1 %).

As amostras dos microssomos foram diluidas em agua destilada e tampéo da amostra
para obter 40 pg de proteina. Apds homogeneizacdo e aquecimento das amostras — cinco
minutos a 100 °C — o volume de 12 uL da amostra diluida foi aplicado as canaletas formadas
com a polimerizagdo do gel em torno dos dentes do pente. Foi aplicado o padréo de peso
molecular diluido em tampéo de amostra (5 pL) e a corrida teve inicio.

Para a transferéncia, montamos o0 modulo de transferéncia. O modulo foi colocado na
cuba, enchendo cuidadosamente com tampdo de transferéncia. Completamos o tanque com
agua destilada e aplicamos a corrente elétrica por duas horas (~ 25 V). Retiramos o gel e
coramos as membranas com solucdo de Ponceau. As membranas foram descoradas, lavadas
em TBS (Tris Buffer Solution) (cinco minutos duas vezes) e bloqueadas em solucdo de leite
em po desnatado 5% (em TBS) durante a noite a 4 °C. Em seguida, as membranas foram
lavadas em TBS (duas vezes) e incubadas com anticorpo primario anti-CYP1A1 (anticorpo
contra CYP1Al de camundongo desenvolvido em cabra, Santa Cruz Biotechnology®,
sc9828) por uma hora a temperatura ambiente, com agitacao.

As membranas foram novamente lavadas (rapidamente) em TBS (duas vezes) e na
mesma solucdo por quinze minutos com agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida, o
anticorpo secundario (anti-lgG de coelho desenvolvido em cabra, diluido 1:1000) foi
adicionado as membranas por uma hora a temperatura ambiente com agitagé&o.

As membranas foram rapidamente lavadas com TBS (duas vezes) e mais uma vez
(quinze minutos a temperatura ambiente com agitacdo) e, por ultimo, mais trés lavagens de
cinco minutos.

As membranas foram, entdo, reveladas com o kit de fosfatase alcalina segundo
instrucdes do fabricante (BIO-RAD AP conjugate substrate kit, catdlogo no. 170-6432). As
membranas foram fotodocumentadas e a densitometria das bandas foi quantificada utilizando

o software Gel-Pro Analyzer versdo 4.0 para Windows® 98/NT/2000.
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3.2.9 — Determinagdo do mRNA de NOS2 por RT-PCR em tempo real

Extracédo e quantificagcdo de RNA das amostras de figado

Pequenos fragmentos do figado dos camundongos foram armazenados a —80 °C em
tubos criogénicos (Nunc®) impermeéveis ao nitrogénio até a extracdo do RNA. No momento
da extracdo, 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 auxilio de um homogeneizador de tecidos elétrico (Polytron®) em
banho de gelo. Foram realizados movimentos ascendentes e descendentes até a total
dissociacdo do tecido. Neste momento, as amostras foram retiradas do banho de gelo e
repousaram por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo foram adicionados
200 pL de cloroférmio (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 °C em centrifuga refrigerada
(Mikro 22R, Hettich®). A fase aquosa resultante foi retirada e transferida para novos
eppendorfs onde foram adicionados 500 pL de isopropanol (Tedia®) seguidos de 5 minutos de
repouso a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12.000 X g a 4 °C em centrifuga refrigerada (Mikro 22R, Hettich®). O sobrenadante
foi descartado e foi adicionado 1 mL de etanol (Tedia®) 75% em 4gua MilliQ tratada com
dietil-pirocarbonato (DEPC, Sigma-Aldrich Co) (H,O 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 °C em centrifuga refrigerada (Mikro 22R, Hettich®). O
sobrenadante foi descartado e cada sedimento foi ressuspenso em 20 uL de H,O DEPC. A
concentracdo de RNA de cada amostra foi determinada utilizando-se espectrofotdmetro ND-
1000 (Nanodrop®) e foi expressa em ng/uL. As amostras de RNA foram armazenadas a —80
°C.

Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit Superscript 11® (Invitrogen®). Em tubos
eppendorf de 100 pL foi adicionado 1 pL de mistura de nucleotideos (ANTP) (Invitrogen®), 1
uL de oligodT (Promega®), volume de amostra contendo 3 pg de RNA e volume de agua
DEPC necessario para completar 10 uL. As amostras foram aquecidas por 5 minutos a 65 °C
no termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf®) e rapidamente colocadas em gelo.
Foram adicionados ent&o 4 L de Tampdo firststrand 5X concentrado (Invitrogen®), 2 uL de

ditiotreitol (DTT) 0,1 M e 1 pL de RNAseOut® (Invitrogen®). Esta mistura foi incubada no
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termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf®) por 2 minutos a 42 °C. Ap6s esse
periodo, foi adicionado 1 uL de transcriptase reversa Superscript 11 (Invitrogen®) em cada um
dos tubos. As amostras foram incubadas no termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf®) por 50 minutos a 42 °C, seguido de uma etapa final de desnaturagdo de 15

minutos a 70 °C. As amostras de cDNA foram armazenadas a —80 °C.

Quantificacao relativa dos niveis de mRNA por RT-PCR

Os niveis de mRNA da iNOS foram quantificados através da técnica de real time
PCR, utilizando-se a metodologia Tagman® (Applied Biosystems®). Nestes ensaios utiliza-se
uma sequiiéncia em torno de 18 nucleotideos (sonda), que anela especificamente no DNA
complementar do gene alvo. Esta sonda esta conjugada com um fluoréforo que durante a
etapa de extensdo € clivado da sonda pela a¢do exonucleasica da DNA polimerase, e entéo,
emite o sinal de fluorescéncia detectado pelo termociclador de real time (7500 Fast — Applied
Biosystems®).

Para 0 gene-alvo, foi utilizada sonda conjugada com o fluoréforo FAM®; para o
controle endégeno B-actina, foi utilizada sonda conjugada com o fluoréforo VIC®. As sondas
utilizadas neste trabalho constam do catalogo da Applied Biosystems® e tem suas seqiiéncias
protegidas por patentes comerciais.

As sondas utilizadas estdo apresentadas no quadro abaixo:

Gene Cadigo*
NOS2 MmO00440485_m1
B -Actina  4352341E

*catalogo da Applied Biosystems®

Os ensaios foram realizados em placas épticas de 96 pocos (Applied Biosystems®).
Foram pipetados 8 uL de solucdo contendo todos 0s componentes necessarios para a reacao
de PCR (Master Mix - Applied Biosystems®) e 2 uL de cDNA.

Os niveis de transcricdo de cada gene foram analisados através da diferenca de
expressao entre o gene alvo e o controle enddgeno de uma mesma amostra, medido através do
threshold cycle (ACt). A expressdo relativa entre o grupo de animais com malaria e o0 grupo
controle foi analisada atraves da diferenca dos valores de ACt de cada animal infectado contra

a média de ACt do grupo controle através da formula; 2744,
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3.2.10 — Ensaio do micronucleo em células de medula éssea de camundongos

O ensaio do micronucelo foi realizado de acordo com as recomendacOes de
MacGregor et al. (1987) e as diretrizes (guidelines) da Organizacdo para Co-operacéo
Econdmica e para o Desenvolvimento (Organisation for Economic Co-operation and
Development, OECD, 1997). Fémeas 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 dsseas foram removidas
24 e 48 horas (CPA), 24 horas (EMS) ou 48 horas ap6s uma injecéo Unica i.p. do clastogeno.
Apdbs a morte dos camundongos por deslocamento cervical, os fémures foram rapidamente
retirados e as medulas dsseas foram ejetadas do canal com auxilio de seringa hipodérmica e
soro fetal bovino (FCS). As suspensdes 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 preparagdo das distensdes de medula 6ssea em lamina de vidro. Apos
a coloragéo das distensdes com May-Grunwald Giemsa, as laminas recebiam um codigo para
avaliacdo cega posterior. Duzentos eritrocitos foram examinados por lamina para determinar a
razdo entre eritrocitos policrométicos (PCE, formas jovens) e eritrdcitos normocromaticos
(NCE, eritrocitos maduros). Esta razdo € uma indicacdo de toxicidade da medula 6ssea
(mielotoxicidade). Dois mil PCEs por camundongo foram examinados para determinar a
frequéncia de micronucleos (MN-PCE, ou eritrocitos policromaticos micronucleados) que é
indicativa de lesdo ao DNA. Um técnico treinado que ndo conhecia os cddigos (avaliagdo

cega) examinou todas as laminas.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Alteracbes da biotransformacdo de xenobidticos no figado de camundongos
C57BL/6 e DBA-2 infectados com P. berghei (ANKA)

4.1.1- Quadro clinico apresentado pelos camundongos infectados com P. berghei
(ANKA)

Tal como ocorre com outras linhagens murinas, a infecgdo dos camundongos C57BL/6
e DBA-2 fémeas com P. berghei (ANKA) evoluiu de forma progressiva, com gradual
elevacdo da parasitemia e agravamento dos sinais e sintomas clinicos que culminam com a
morte do hospedeiro. Em experimentos preliminares, haviamos verificado que uma certa
proporcdo dos C57BL/6 infectados, ainda em niveis moderados de parasitemia, apresentava
sinais neurologicos como hipoatividade acentuada, ataxia e tendéncia a rolar sobre si mesmo
(roll over) e, a partir deste momento, evoluiam rapidamente para o obito. Nos camundongos
DBA-2, este tipo de evolugdo para um comprometimento neuroldgico precoce e fatal foi
muito mais raro e, via de regra, os animais exibiram uma deteriorizacdo mais gradual do
quadro clinico, concomitante com um aparente agravamento da anemia (*“sangue ralo”) e
elevacdo da parasitemia, ocorrendo a morte mais tardiamente, quando a proporcdo de
hemécias parasitadas era elevada. Esses dois tipos de evolucéo clinica observados no presente
estudo sdo compativeis com o que é relatado na literatura em termos da susceptibilidade da
linhagem C57BL/6, e maior resisténcia da DBA-2 & malaria cerebral desencadeada pelo P.
berghei (Brian de Souza e Riley, 2002).

Neste experimento, os camundongos foram mortos para anélise das modificacdes das
enzimas de biotransformacdo de xenobidticos quando os animais apresentavam um quadro
mais grave ou terminal da malaria, nos dias pos-infeccdo (mediana, valor minimo-méximo)
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 relacdo ao peso corporal anterior a infeccao, e outros
sintomas tais como piloerecdo, hipoatividade e taquipnéia. Quando os camundongos foram
mortos para remogdo do figado, notamos as alteragdes caracteristicas da malaria (i.e., bagos
de cor negra e muito aumentados e figados com coloracéo castanho escura).

O peso médio (£ EP) dos bagos nos camundongos C57BL/6 controles ndo-infectados
foi 70220 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 bago foi
90+40 mg (N=17) e, nos infectados, 570+210 mg (N=17) (i.e., a infeccdo causou um aumento

percentual de 550% no peso do 6rgdo) (Figura 4.1).
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Em comparacdo com a esplenomegalia, a hepatomegalia foi bem mais discreta. Os
pesos médios dos figados 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 figado nos
infectados correspondeu a aproximadamente 130% o peso do 6érgdo nos controles ndo-
infectados.

E descrito que o aumento do peso do figado na malaria murina se deve,
fundamentalmente, ao acumulo de hemozoina (pigmento produzido pelo plasmédio ao
metabolizar a hemoglobina do hospedeiro) e hipertrofia das células de Kupffer (Rey, 1991).
Para verificar se na infeccdo ocorreu tambem dano significativo aos hepatocitos,
determinamos as atividades das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) nos soros sanguineos dos camundongos (fémeas) da linhagem DBA-
2 infectados e nos respectivos controles ndo-infectados. As atividades das duas transaminases
estavam elevadas (3 a 4 vezes) nos camundongos infectados (N=4) em relacdo aos controles
(N=4). Os valores (médiaxtEPM; controles e infectados, teste t de Student, p < 0,05) foram
para a ALT 16,8+1,1 e 459494 UI/L e para a AST 64+129 e 227,8+32,2 UI/L,
respectivamente (Figura 4.3). Esse aumento das atividades das transaminases indica que
nesta etapa da infec¢do houve dano ao tecido hepéatico dos DBA-2 infectados com P. berghei
ANKA. Nao determinamos a atividade das transaminases nos camundongos C57BL/6 por

ndo termos obtido soro destes animais neste experimento.
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Plasmodium berghei (ANKA)
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Figura 4.1 — Alteragdes dos pesos dos bacos das fémeas DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 10° hemécias
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 padrdo da média (EPM).
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Figura 4.2 — AlteracBes dos pesos dos figados de fémeas DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 10° hemécias
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 - Alteracdes dos niveis séricos das transaminases AST e ALT na linhagem DBA-2 infectada com 10°
hemacias parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado). As atividades
sdo 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 +tEPM.

4.1.2 — Atividades cataliticas de CYP1A1/2, 2B9/10, 2A5 e 2E1 e expressdo da proteina
CYP1A1/2 no figado de camundongos infectados com P. berghei (ANKA)

Nos camundongos C57BL/6 e DBA-2 infectados, a atividade da etoxiresorufina-O-
desetilase (EROD) hepatica, mediada por isoformas da subfamilia CYP1A, estava deprimida
em relacdo a atividade registrada nos respectivos controles ndo-infectados (Figura 4.4). Entre
os camundongos da linhagem DBA-2, a atividade de EROD (médiatEPM) foi 92,3+11,8 e
60,3+4,6 picomoles de resorufina/mg de proteina/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 proteina/minuto, em controles (N=19) e
infectados (N=19), respectivamente (Figura 4.4). Esses resultados indicam que a atividade
catalitica da CYP1A hepatica foi, entre os infectados, 30 a 50% menor do que a atividade
entre os ndo infectados.

A depressdo da atividade catalitica de isoformas da subfamilia CYP1A
corerespondeu, pelo menos na linhagem DBA-2, a uma clara diminui¢cdo dos niveis das
respectivas proteinas na fracdo microssomal hepatica. Como pode ser visto na Figura 4.5, o
immunoblotting revelou que as bandas imunoreativas com anticorpo contra CYP1Al foram
menos densas nas tiras (lanes) cujos pogcos foram carregados com microssomos de
camundongos infectados (Figura 4.5).

A analise densitométrica corroborou esta impressao visual e mostrou que a densidade
das bandas que correspondem aos microssomos dos animais infectados é significativamente

menor [134,7+£2,45 unidades arbitrarias de densitometria 6tica (DO), N=5] do que a dos ndo-
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infectados [217,1+35,25 unidades arbitrarias de densitometria Otica (DO), N=5], (teste t de
Student p < 0,05) (Figura 4.5). A depressdo da atividade catalitica, portanto, poderia ser
explicada por uma diminuicdo dos niveis de proteinas CYP1A entre os infectados, o que
poderia resultar de uma menor sintese (e.g., regulacdo negativa da transcricdo) ou de uma
degradacdo mais rapida da proteina causada pela infeccéo.

A atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD), catalisada por isoformas
da subfamilia CYP2B em figado de mamiferos (CYP2B9/10 em camundongos), também foi
reduzida pela infeccdo, tanto na linhagem DBA-2 quanto na C57BL/6. Entre o0s
camundongos DBA-2, a atividade de BROD (médiastEPM) foi 80,5+7,3 e 51,8+4,8
picomoles de resorufina/mg de proteina/minuto em animais ndo infectados (N=16) e
infectados (N=16), respectivamente. Nos camundongos C57BL/6, BROD foi 85,211 e
42,5+5,2 picomoles de resorufina/mg de proteina/minuto em animais ndo-infectados (N=19)
e infectados (N=19), respectivamente (Figura 4.6). Esses resultados indicaram que, tal como
ocorreu com a atividade de CYP1A, a infeccdo também reduziu (entre 30 a 50%) a atividade
catalitica de isoformas da subfamilia CYP2B no figado de camundongos das duas linhagens.

Contrastando com a depressdo da atividade de isoformas CYP1A e 2B, entretanto,
houve uma clara indugdo (1,5 a 2 vezes) da atividade da cumarina 7-hidroxilase (COH),
mediada por CYP2A5, no figado dos camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados (Figura
4.7). Nos camundongos DBA-2 néo infectados (N=19), a atividade de COH (médiatEPM)
foi 93,2+10,4 contra 170,1+19,8 picomoles de umbeliferona/mg de proteina/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 proteina/minuto em animais ndo infectados
(N=18) e infectados (N=18), respectivamente. Esses resultados mostram, portanto, que a
infeccdo causou uma clara indugdo da atividade catalitica de CYP2A5 nas duas linhagens.
Digno de nota € o fato da atividade constitutiva de CYP2A5 (COH) entre as fémeas nédo
infectadas ser muito maior (maior que 10 vezes) na linhagem DBA-2 do que na C57BL/6. A
expressdo de CYP2AS5 difere amplamente entre as linhagens murinas, e € bem conhecido que
a linhagem DBA-2 é uma das que melhor expressa essa isoforma (Wood e Conney, 1974).
Em estudo anterior haviamos constatado que os camundongos Swiss Webster, por exemplo,
aparentemente ndo expressam CYP2AD5 e exibem atividade de COH extremamente baixa.

Neste experimento notamos também um aumento da atividade de hidroxilacdo do p-
nitrofenol (PNPH, p-nitrofenol hidroxilase) nos camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados,
em relacdo aos respectivos controles (Figura 4.8). A atividade de PNPH (médiatEPM) nos
DBA-2 foi 1,44+0,07 e 2,56+0,15 nanomoles de 4-nitrocatecol/mg de proteina/minuto em
camundongos nédo 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
proteina/minuto em animais ndo infectados (N=19) e infectados (N=19), respectivamente.
Embora haja evidéncias 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
0 p-nitrofenol é um marcador de CYP2E1 mais especifico em camundongos do que em ratos.
Assim sendo, poderiamos supor que a reacdo de PNPH pode ser um marcador especifico de
CYP2E1 em linhagens murinas que ndo expressam CYP2A5, mas pode ser ndo especifico
naquelas que expressam esta ultima isoforma (nesse caso PNPH refletiria tanto as atividades
de CYP2EL quanto de 2A5). Neste estudo, portanto, é possivel que o aumento observado de
PNPH seja um reflexo da inducdo de CYP2AS5 (constatado com COH) e ndo de CYP2E1.
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Figura 4.4 - Atividade de EROD em camundongos das linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 10° hemécias
parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado). A atividade é expressa como

picomoles de resorufina/mg proteina/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 fracdo microssomal de camundongos DBA-2 infectados com P.
berghei (10°HP/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 arbitréarias) da densitometria das
bandas (animais infectados, quadriculado branco e negro e controles, pontilhado). Foi usado anticorpo anti-
CYP1A1 de camundongo. Asterisco (*) indica diferenca 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 10° hemécias parasitadas
com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado). A atividade é expressa como
picomoles de resorufina/mg proteina/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 10° heméceas parasitadas com
P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado). A atividade é expressa como picomoles
de umbeliferona/mg proteina/minuto. O asterisco (*) indica que o grupo infectado difere do controle (teste t de
Student p < 0,05). As colunas representam médias +tEPM.
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Figura 4.8 - Atividade de PNPH nas linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 10° hemécias parasitadas com
P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado). A atividade é expressa como picomoles
de 4-nitrocatecol/mg proteina/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 conjugacdo no figado de camundongos infectados com
P. berghei (ANKA)

A atividade da uridina difosfo-glicuroniltransferase (UGT) na fracdo microssomal
hepatica de camundongos DBA-2 e C57BL/6 ndo diferiu entre animais infectados e
respectivos controles ndo 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
proteina/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 proteina/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 ndo diferiu entre camundongos infectados e respectivos controles nao
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 proteina/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 proteina/minuto para
controles e infectados, respectivamente (N=8 em cada grupo).

N&o encontramos também diferencas entre controles ndo infectados e infectados em
relacdo a atividade da GST citosdlica, tanto entre os DBA-2 quanto entre os C57BL/6 (Figura
4.11). As atividades (médiaztEPM) da GST citosolica nas fémeas DBA-2 foram 0,69+0,11 e
0,79+0,13 micromoles de glicuronato de 1,cloro-2,4-dinitrofenil-glutationa/mg de
proteina/minuto nos animais controles (N=8) e infectados (N=8), respectivamente. No caso
dos camundongos C57BL/6, as atividades da GST citosolica 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 conjugagéo
(fase 2) analisadas ndo foram alteradas pela maléria, quer na fragdo microssomal, quer na

fracdo citosdlica.
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Figura 4.9 - Atividade de UGT nas linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 10° hemacias parasitadas com
P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado). A atividade é expressa como nanomoles
de glicuronato de p-nitrofenol/mg proteina/minuto. As diferengas ndo sdo significativas (teste t de Student, p >
0,05). As colunas representam médias + EPM.
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Figura 4.10 - Atividade da GST microssomal nas linhagens DBA-2 e C57BL/6 infectadas com 10° hemécias
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 proteina/minuto. As diferengas nao sdo significativas
(teste t de Student, p > 0,05). As colunas representam médias + EPM
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Figura 4.11 - Atividade de GST citosélica em camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados com 10° hemécias
parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus controles (pontilhado). A atividade é expressa
como umoles de 1-cloro-2,4-dinitrofenil-glutationa/mg proteina/minuto. As diferencas ndo sdo significativas
(teste t de Student, p > 0,05). As colunas representam médias + EPM.
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4.1.4 — Niveis hepéticos da glutationa reduzida em camundongos infectados com P.
berghei (ANKA)

Determinamos os niveis da glutationa reduzida (GSH) no figado de camundongos
infectados e néo infectados das linhagens examinadas neste estudo. Como pode ser visto na
Figura 4.12, a infeccdo ndo alterou os niveis de GSH em camundongos DBA-2. As
concentragdes de glutationa no figado 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 proteina, respectivamente.
Entre os camundongos da linhagem C57BL/6, a infecgdo causou uma reducdo dos niveis
hepéticos de GSH. Nos C57BL/6, as concentracbes da glutationa foram 28,4+3,91 e
16,91+3,03 nanomoles de glutationa/mg proteina nos controles (N=6) e infectados (N=8),
respectivamente. Esses resultados sugerem que na linhagem C57BL/6, que tem niveis basais
de GSH menores do que a DBA-2, a infeccdo grave causou uma deplecdo moderada dos

niveis hepaticos da glutationa.
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Figura 4.12 — Concentragdo da glutationa reduzida (GSH) no sobrenadante hepatico nas linhagens DBA-2 e
C57BL/6 infectadas com 10° hemécias parasitadas com P. berghei (quadriculado branco e negro) e seus
controles (pontilhado). A concentracdo da glutationa é expressa como nmoles de glutationa/mg proteina. As
diferencas significativas estdo assinaladas com um asterisco (teste t de Student, p < 0,05). As colunas
representam médiastEPM.

4.2 — Modulacdo da genotoxicidade de xenobioticos pela infeccdo com P. berghei
(ANKA)

O fato da malaria causada pelo P. berghei ANKA alterar a atividade de isoformas
CYP envolvidas no metabolismo de xenobioticos, sugere que a infeccdo deve modificar
também a cinética e, portanto, os efeitos terapéuticos e tdxicos de farmacos e outras

substancias quimicas. De certa forma, como mencionamos na Introdugéo deste trabalho, ha
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evidéncias de que isto ocorre em seres humanos durante episddios de malaria. Foi
demonstrado, por exemplo, que a eliminacdo de alguns farmacos antimalaricos (e.g., quinina)
e de outros xenobioticos (e.g., antipirina) sdo mais lentos em pacientes com malaria
falciparum (Pukrittayakamee et al., 1997). Ndo encontramos, entretanto, nenhum estudo
experimental ou clinico que tivesse investigado eventuais modificagdes dos efeitos toxicos de
xenobidticos (e.g., genotoxicidade e carcinogenicidade) durante a malaria.

E interessante salientar que, neste estudo, verificamos que a malaria altera a atividade
de algumas isoformas CYP (CYP1AL/2, 2B9/10, 2A5 e 2E1) que tém papel de destaque na
toxicologia, porque estdo envolvidas na ativacao e desintoxicacdo de substancias genotdxicas
e carcinogénicas de grande importancia. A familia CYP1, com as subfamilias 1A e 1B, por
exemplo, participa da ativagdo metabolica, e também da desintoxicagéo, de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHSs), importantes carcind6genos (genotéxicos) ambientais
produzidos pela queima de combustiveis fosseis. As isoformas CYP2A5 (ortélogo murino da
CYP2A6 humana) e 2E1, por outro lado, ativam os potente carcindgenos N-nitrosodietilamina
e N-nitrosodimetilamina, respectivamente (Fujita e Kamataki, 2001). As nitrosaminas s&o
carcindgenos genotoxicos 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 fumaca do cigarro, em borrachas e em
varios outros produtos. As isoformas CYP da subfamilia 2B, conjuntamente com as da 3A,
tém importante papel na ativacéo de aflatoxinas, carcindégenos potentes produzidos pelo fungo
Aspergillus flavus e contaminantes frequentes de cereais em regides tropicais, além de ativar o
farmaco antineoplasico — na verdade, pro-farmaco — ciclofosfamida (CPA). Embora a CPA
seja utilizada no tratamento de varios tipos de cancer, em virtude da alta sensibilidade das
células tumorais, ela é um agente alquilante do DNA e, portanto, produz efeitos genotoxicos e
é capaz de induzir — anos apds a cura do tumor primario — o aparecimento de tumores
secundarios nos pacientes tratados.

Verificamos que a malaria altera a atividade de varias isoformas CYP, deprimindo
algumas e induzindo outras. Além disso, via de regra, para os efeitos genotdxicos/
carcinogénicos de xenobidticos, contribuem reacfes de ativacdo e desintoxicacdo catalisadas
por diferentes enzimas. Neste contexto, ndo é possivel antecipar, a partir apenas das alteracoes
observadas de atividade e expresséo de isoformas CYP, que impacto a infeccdo malarica teria
no efeito genotdxico de determinado xenobidtico.

Este estudo foi realizado para investigar se e como a maléria causada pelo P. berghei
em camundongos C57BL/6 modula os efeitos de carcin0genos genotoxicos diretos e indiretos
(i.e., que dependem de ativacdo metabdlica).
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A genotoxicidade foi avaliada pela frequéncia de eritrocitos policrométicos (PCE) com
micronucleos (MN-PCE) na medula 6ssea dos camundongos. Os PCEs séo eritrocitos jovens
encontrados na medula 0ssea que, tal como os eritrocitos maduros (normocromaticos, NCE),
que sdo langados na circulagdo, ndo apresentam mais nucleo. Embora o nucleo ja tenha sido
expulso, os PCEs (jovens), ao contrario dos NCEs (maduros), ainda exibem reticulo
endoplasmatico remanescente, o que confere a eles coloracdo mais azulada (policromatica)
com o Giemsa, que os diferencia do aspecto mais homogéneo, normocromatico dos NCEs.
Em células nucleadas, os micronlcleos sdo pequenas massas de material nuclear que
aparecem como um satélite do nucleo. Essas pequenas massas, que coram como 0 nucleo
principal, correspondem a fragmentos de quebras cromossomicas ou a cromossomos inteiros,
que séo eliminados do nucleo na mitose. Os micronucleos permanecem nos PCEs (MN-PCE)
apos a expulsdo do nucleo na divisdo das células precursoras, sendo de facil visualizagdo.
Como o0s MNs resultam de quebras cromossomicas, com o0 aumento do dano (efeito
genotoxico, clastogénico) hd um aumento da frequéncia de células (PCES) com micronucleos
(MN-PCEs) na medula. Neste tipo de ensaio, o efeito mielotoxico (sobre a proliferacdo das
celulas da medula 6ssea) pode ser evidenciado pela alteracdo da razdo entre eritrocitos jovens
(PCEs) e maduros (NCEs) na medula.

4.2.1 Alteracdo da genotoxicidade da ciclofosfamida na infecgdo com P. berghei (ANKA)

Inicialmente, examinanos em camundongos C57BL/6 (fémeas) ndo infectados (CON,
controles) a relagdo entre a dose de ciclofosfamida (CPA) e a elevagdo da frequéncia de MN-
PCEs na medula 6ssea removida 24 horas apos 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 frequéncia de células micronucleadas (MN-PCE), sem causar reducédo
estatisticamente detectavel da razdo PCE/NCE, o que indica que, nestas doses, a CPA ndo
deprimiu de forma significativa a proliferacdo celular na medula dssea. A partir desses
resultados, escolhemos a dose intermediaria CPA (25 mg/kg i.p.) para investigar se a infeccao
causada pelo P. berghei (ANKA) modificaria o efeito deste clastbgeno. Os camundongos
infectados (MAL) receberam uma injecdo de CPA (25 mg/kg i.p.) quando exibiam
parasitemias (mediana, minimo-maximo) de 15,4% HP (9,2 - 30,3% HP) no dia 13 (13-16)
apos a infeccdo e foram mortos para remocdo das medulas 0sseas, 24 e 48 horas apos 0
tratamento. Os controles ndo infectados (CON) receberam tratamento idéntico, sendo mortos
concomitantemente com os infectados. A elevacdo da incidéncia de MN-PCE induzida pela
CPA (25 mg/kg i.p.) foi atenuada, enquanto a razdo PCE/NCE foi aumentada 24 horas apos o
tratamento nos camundongos infectados com P. berghei ANKA (MAL) em relagdo ao
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observado nos respectivos controles ndo infectados (CON) (Figura 4.13 B). Quando as
medulas foram removidas 48 horas ap0s o tratamento com a CPA, a incidéncia de MN-PCEs
foi consideravelmente menor tanto nos controles (CON) quanto nos infectados (MAL), nédo
sendo mais detectada a diferenga entre os dois grupos. A razdo PCE/NCE, todavia, estava
aumentada entre os infectados, sugerindo que ocorreu nestes animais uma estimulacdo da
proliferacéo das células na medula 0ssea.

Esses resultados indicam que a malaria (P. berghei) atenuou o efeito clastogénico da
CPA, promutageno que é ativado metabolicamente por isoformas CYP das subfamilias 2B e
3A. Em um outro grupo de camundongos C57BL/6, que ndo foram tratados com CPA,
verificamos (tal como haviamos visto no experimento anteriormente relatado neste trabalho)
que a atividade de BROD hepética, catalisada por CYP2B9/10, estava deprimida em
camundongos infectados com P. berghei ANKA (parasitemia: 25%, 12-67% HP) em relagéo
ao registrado em controles ndo infectados (Figura 4.16). Neste trabalho, ndo avaliamos
diretamente o efeito da infeccdo sobre a atividade de isoformas da subfamilia CYP3A, mas a
depressédo das atividades de CYP2B, constatada neste e no estudo anterior, € consistente com
a interpretacdo de que a depressdo das atividades dessas isoformas pela malaria tornou mais
lenta a conversdo da CPA em seus metabdlitos ativos, acarretando a atenuacdo do efeito
genotoxico.

A CPA, como haviamos mencionado, é usada como medicamento (pro-farmaco) anti-
tumoral e imunosupressor. Como os efeitos terapéuticos da CPA dependem da mesma via de
ativacdo metabdlica envolvida nos efeitos genotdxicos, os resultados aqui apresentados
sugerem que os efeitos anti-tumorais e imunossupressores do farmaco também devem ser

atenuados no curso da infec¢do malarica.
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Figura 4.13 — (A) Efeito da ciclofosfamida (CPA 0, 12,5, 25 e 50 mg/kg i.p.) sobre a frequéncia (%0) de MN-
PCE (colunas) e razdo PCE/NCE (losangos negros) na medula 6ssea de C57BL/6 ndo infectadas. (B) Efeitos da
CPA (25 mg/kg i.p.) sobre a frequiéncia (%0) de MN-PCE (colunas) e razdo PCE/NCE (losangos negros) na
medula 6ssea de fémeas C57BL/6 infectadas com P. berghei (MAL) e ndo infectadas (CON). A cultura da
medula 6ssea durou 24 ou 48 horas. As comparagdes foram feitas com os testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney. As diferencas (p < 0,05) estdo indicadas com um asterisco (* # CON 0). Os dados estdo apresentados
como médiastEPM.
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4.2.2 Alteragéo da genotoxicidade do dimetilbenzo[a]lantraceno (DMBA) na infeccéo
com P. berghei (ANKA)

A influéncia da infeccdo com P. berghei sobre o efeito genotoxico do DMBA em
camundongos C57BL/6 fémeas foi examinada de forma semelhante. Neste caso, entretanto, a
dose do clastégeno (50 mg/kg i.p.) e o tempo ideal para remocdo da medula dssea (48 horas
poOs-tratamento) foram escolhidos com base em estudos anteriores (ndo mostrados). Neste
experimento, 0s camundongos apresentavam taxa de parasitemia (mediana, minimo-maximo)
de 30,0 %HP (9,7-68,0% HP) no dia pos-infeccdo (12, 10-14) em que foram tratados. Como
pode ser visto na Figura 4.14, a infeccdo diminuiu o efeito clastogénico do DMBA (50 mg/kg
i.p.), clastogeno que, como os demais PAHS, é ativado por isoformas da subfamilia CYP1A. E
interessante destacar que, nos microssomos hepaticos dos mesmos camundongos néo
infectados (CON) e infectados (MAL), em que haviamos 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 figado dos camundongos infectados
(MAL), em relacdo aos controles ndo-infectados (CON), corroborando o que ja haviamos
visto no estudo anterior. Esses resultados sdo compativeis com a interpretacdo de que a
malaria, deprimindo a atividade de isoformas CYP da subfamilia 1A, torna mais lenta a
conversio do DMBA (e possivelmente de outros PAHsS) em seus metabdlitos ativos e,

consequentemente, atenua os seus efeitos genotoxicos.

4.2.3 Alteracdo da genotoxicidade do etilmetanosulfonato (EMS) na infeccdo com P.
berghei (ANKA)

Neste trabalho, analisamos também o efeito da infeccdo com P. berghei (ANKA)
sobre a genotoxicidade do EMS, um agente alquilante cuja clastogenicidade ndo depende de
ativacdo metabdlica. O efeito do EMS foi avaliado em camundongos infectados com taxas de
parasitemia (mediana, minimo-maximo) por volta de 15,2% HP (11,0-23,6% HP alcancadas
por volta do dia 14 (9-14) apos a infecgdo com P. berghei (ANKA). Neste caso, verificamos
que o efeito do clastogeno direto (EMS) nos camundongos infectados (MAL) ndo foi
atenuado, como ocorreu com os clastdégenos indiretos CPA e DMBA, mas foi exacerbado em
relacdo ao efeito registrado nos controles no-infectados (CON) (Figura 4.15). E conhecido
que a molécula ndo transformada do EMS é capaz de alquilar o DNA e produzir o efeito
clastogénico, mas ndo é claro como o EMS é metabolizado e eliminado no camundongo. Se a
eliminacdo do EMS depender de oxidacGes mediadas por isoformas CYP, cuja atividade é
deprimida na maléria, € possivel que a exacerbacdo do efeito genotoxico observado no

presente estudo tenha sido devida a eliminagéo mais lenta do clastdgeno em quest&o.
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Em conjunto, os resultados aqui apresentados indicam que a genotoxicidade de
xenobidticos € modulada na maléria causada pelo P. berghei (ANKA) em camundongos
C57BL/6. Nesse caso, a infeccdo atenuou o efeito genotdxico de clastdgenos que dependem
de ativacdo metabolica, mediada por isoformas das subfamilias 1A, 2B e 3A, e, por outro
lado, exacerbou o efeito de um clastogeno direto. Essa modulagdo pode ter sido devida a
depressdo da atividade das isoformas envolvidas na converséo dos clastogenos indiretos em
seus metabdlitos ativos, e a diminuigdo das atividades de isoformas CYPs que catalisam
reacOes importantes para a eliminagdo do clastégeno direto.

Esta primeira etapa do trabalho ja foi publicada e consta do ANEXO 2 (Trabalhos
Publicados).
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Figura 4.14 — Frequéncia (%o0) de MN-PCE (colunas) e razdo PCE/NCE (losangos negros) na medula 6ssea de
fémeas C57BL/6 ndo infectadas (CON) e infectadas com P. berghei (MAL) tratadas com 7,12-
dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA, 50 mg/kg i.p.). As diferencas (p < 0,05, teste de Mann-Whitney) entre

tratados e controles estdo assinaladas com um asterisco (*). Os dados estdo apresentados como médiastEPM.
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Figura 4.15 — Frequéncia (%o) de MN-PCE (colunas) e razdo PCE/NCE (losangos negros) na medula dssea de
fémeas C57BL/6 ndo infectadas (CON) e infectadas com P. berghei (MAL) tratadas com etilmetanosulfonato
(EMS 150 mg/kg i.p.). As diferencas (p < 0,05, teste de Mann-Whitney) entre tratados e controles estéo

assinaladas com um asterisco (*). Os dados estdo apresentados como médiastEPM.
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Figura 4.16 — Atividades de EROD e BROD na linhagem C57BL/6 infectada com 10° hemacias parasitadas com
P. berghei e controles. A atividade é expressa como picomoles de resorufina/mg proteina/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 — Modulacgéo da atividade de enzimas citocromo P450 hepéticas durante a evolugdo
temporal da malaria letal (P. berghei ANKA) e nédo-letal (P. chabaudi) em camundongos

Na primeira etapa deste trabalho, verificamos que no quadro da malaria grave
(terminal) causada pela infeccdo de camundongos (C57BL/6 e DBA-2) com P. berghei
ANKA, ocorria uma depressao das atividades cataliticas de isoformas das subfamilias CYP1A
(EROD) e 2B (BROD), que contrastava com a exacerbacdo das reagdes de hidroxilagdo da
cumarina (COH, mediada por CYP2A5) e do p-nitrofenol (PNPH, CYP2E1l) na fracdo
microssomal hepética. Constatamos ainda que neste quadro de malaria grave, as atividades de
enzimas microssomais (UGT e GST) e citosolicas (GST) de conjugacéo (fase 2) e os niveis da
glutationa parmaneceram inalterados no figado dos dois hospedeiros.

Nesta segunda etapa, investigamos as alteracfes da atividade catalitica das enzimas
das subfamilias CYP1A (EROD) e 2B (BROD), e da isoforma CYP2A5 (COH), que ocorrem
ao longo da evolucéo clinica da maléria letal (P. berghei ANKA) e ndo-letal (P. chabaudi)

nas duas linhagens de camundongos.

4.3.1 — AlteracOes das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolucdo da infeccéo
letal (P. berghei ANKA) em camundongos DBA-2

Os camundongos DBA-2 fémeas infectados com P. berghei ANKA nesta etapa
apresentaram uma evolucéo clinica semelhante a que haviamos observado na etapa anterior.
As taxas de parasitemia alcancaram 6,78% HP no dia quatro, 26% HP no dia 16, e
aproximadamente 40% HP no dia 20 apo6s a infeccdo (Figura 4.17). Sintomas como
progressiva perda de peso, piloerecéo e hipoatividade comecaram a aparecer a partir do dia 8
e estiveram presentes até o dia 20 apos a infeccdo. No dia 20 pés-infeccdo, alguns animais
apresentavam também taquipnéia e aparentavam estar moribundos. A partir do dia 20 houve
elevada mortalidade (mortes devidas a infecgdo e, portanto, ndo programadas) entre 0s
camundongos DBA-2 infectados, razdo pela qual este foi o tempo mais longo de evolucéo da
infeccdo analisado neste experimento.

Como pode ser visto na Figura 4.17, nos camundongos infectados o peso do baco
aumentou consideravelmente a partir do dia 8, atingindo nos dias 16 e 20 pos-infecgdo, peso
(700+30 mg) que correspondia a quase 10 vezes 0 peso (80 mg+40 mg) do 6rgdo nos animais
controles ndo-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 pos-infeccdo (Figura 4.17). Tanto o bago quanto o figado dos animais infectados

além de estarem aumentados, apresentavam também uma coloragdo negra.
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Figura 4.17 — Evolucdo clinica e alteragdes das atividades de CYP2A5 (COH), 1A1/2 (EROD) e 2B9/10
(BROD) em microssomos hepaticos de camundongos DBA-2 (fémeas) infectados com P. berghei ANKA. Os
painéis mostram as alteraces, a partir do dia da infeccéo (dia 0, 10°HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia (%
HP), do peso do figado e baco (%), da concentragdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-
hidroxilase (COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos 6rgaos e as
atividades enzimaticas estdo representados como % do valor médio dos controles ndo infectados (dia 0 =100 %).
Os valores sdo médiastEPM. A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da
transformacgdo em percentuais. As diferencas dos controles (p<0,05) sdo assinaladas por um asterisco (*) para as
atividades e peso do figado (vermelho) ou cruz (%) para o peso do bago (azul). Os valores (100 %) dos controles
foram: peso do figado = 0,99+0,02 g; peso do baco = 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: LPS5 mg/kg peso i.p., 6 horas antes.
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A concentragdo de oOxido nitrico (NO) permaneceu inalterada no soro dos
camundongos infectados com P. berghei (ANKA), ndo diferindo dos niveis de NO registrados
nos animais controles ndo infectados (35,37+2,76 uM) durante a evolugdo da doenca, (i.e.,
nos dias 4, 8, 12, 16 e 20 pds-infecgdo). Esta auséncia de efeito da maléria sobre os niveis
séricos de NO contrasta com a acentuada elevagdo produzida pela injecdo de LPS (5 mg/kg
I.p., 6 horas antes) em camundongos DBA-2 ndo-infectados (Figura 4.17).

Tal como havia sido observado na etapa anterior deste trabalho, o P. berghei ANKA
causou, quando a infeccéo atingiu alta morbidade e niveis elevados de parasitemia (maior que
20% HP), depressdo das atividades cataliticas de CYP1A (EROD) e 2B9/10 (BROD) que
contrasta com a inducdo de CYP2A5 (COH) no figado dos camundongos DBA-2 (Figura
4.17). Nesta etapa, foi possivel verificar que a depresséo da atividade de CYP1A e a indugdo
de CYP2AD5 so6 aparecem no estagio avancado de evolugdo da maléria, (i.e., a partir do dia 16
apos a infeccdo), quando a parasitemia é superior a 25% HP e hepatomegalia e acentuada
esplenomegalia estdo presentes. A supressao da atividade de CYP2B9/10, entretanto, foi
progressiva ao longo da infeccdo e detectada mais precocemente, no dia 8 pos-infeccdo,
guando a taxa de parasitemia ainda ndo era muito alta (i.e., aproximadamente 12% HP), ndo
havia aumento visivel do figado 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 ap0s
a injecdo, reducdo das atividades de CYP1A (EROD) e 2B9/10 (BROD), comparavel a
produzida pelo P. berghei ANKA no dia 20 pdés-infeccdo mas, ao contrario do parasito, a
endotoxina ndo alterou a atividade de CYP2A5 (COH) (Figura 4.17).

4.3.2 — AlteracOes das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolucdo da infeccéo
letal (P. berghei ANKA) em camundongos C57BL/6

Nos camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA, a parasitemia j& 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 pos-infeccdo (Figura 4.18). Os
camundongos infectados permaneceram praticamente assintomaticos até o dia 8 pds-infeccéo,
quando comecaram a apresentar sintomas compativeis com comprometimento neurologico
(maléria 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 avaliacdo no dia 10 poés-infeccdo, apenas trés
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 pos-infecgdo, ndo

sendo possivel, portanto, realizar as avaliagbes programadas para datas posteriores. N&o
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ocorreram, por outro lado, mortes ndo programadas entre os controles ndo-infectados. As
concentragdes de nitrito/nitrato sérico (NO) nos camundongos infectados ndo diferiram das
registradas nos controles ndo infectados (37,97+2,4 uM, médiatEPM) durante a evolucdo da
infeccéo (dias 2, 4, 6, 8 e 10 pds-infec¢do), embora um grupo de camundongos ndo infectados
tratados com LPS (5 mg/kg i.p., 6 h pds-tratamento) tenha apresentado, como esperado,
acentuada elevacdo do NO sérico (Figura 4.18). O peso do figado dos camundongos
infectados com P. berghei ndo diferiu daquele dos controles ndo-infectados nos dias 2, 4, 6, 8
e 10 pds-infeccdo. O peso do bago, entretanto, aumentou nos animais infectados em relagéo
ao peso do 6rgdo nos controles ndo-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 pos-infeccdo,
respectivamente (Figura 4.18).

Neste experimento, em que a infeccdo dos camundongos C57BL/6 com P. berghei
ANKA evoluiu a curto prazo (oito a dez dias), predominantemente para um quadro de malaria
cerebral com desfecho letal, ndo observamos alteracdes das atividades cataliticas de CYP1A
(EROD) e 2B (BROD) em relacéo as atividades registradas em microssomos hepéticos de
controles ndo-infectados (Figura 4.18). As médias das atividades de CYP2A5 (COH) nos
camundongos infectados foram, aparentemente, mais elevadas do que as registradas nos
controles ndo infectados, particularmente nos dias 8 e 10 pds-infecgdo, mas possivelmente em
decorréncia da grande dispersdo (DP) dos valores individuais em torno da média e do
tamanho da amostra, a analise estatistica ndo detectou diferencas 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 niveis de NO, mas ndo ter alterado significativamente as atividades cataliticas
de CYP1A (EROD), 2B (BROD) e 2A5 (COH), seis horas apds o tratamento. E possivel que
no C57BL/6, a depressdo de CYP1A e 2B por esta dose de LPS possa ocorrer em um
momento mais tarde, diferente do que notamos no DBA-2.

A evolucéo clinica da infecgdo 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 neurologicos sugestivos de malaria
cerebral, que evoluiam a curto prazo para a morte sem atingir parasitemias muito elevadas, a
maior parte dos camundongos infectados progrediu para quadros com elevada parasitemia,
piloerecdo e taquipnéia acentuadas. Na primeira etapa, a infeccdo evoluiu por mais tempo
antes dos camundongos serem mortos (dia 12 ou posterior), ocasido em que exibiam também
hepato e esplenomegalias bem mais acentuadas. N&o é claro que fatores determinaram essa
diferenca entre o0s experimentos quanto a propor¢do de camundongos infectados que

evoluiram para um quadro de maléria cerebral (mesmo indculo, parasita e hospedeiro). De
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qualguer modo, o fato de ndo termos reproduzido no segundo experimento a depressao de
CYP1A e 2B e indugdo de CYP2A5 observadas nos C57BL/6 no primeiro experimento,
provavelmente ocorreu devido as diferencas entre experimentos em termos de evolucao

clinica da infecgéo.

4.3.3 - Alteracdes das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolucdo da infecgdo
néo letal (P. chabaudi chabaudi) em camundongos C57BL/6

Para investigar a modulacdo das atividades de CYP em modelo murino de maléria
nédo-letal (infeccdo com Plasmodium chabaudi chabaudi), realizamos um experimento
preliminar em que acompanhamos a evolucgdo da parasitemia no camundongo C57BL/6 ap0s
a injecdo de 2x10" HP por via intraperitoneal (Figura 4.19, grafico superior).

Neste experimento, a taxa de parasitemia foi 2,9% HP vinte e quatro horas apés a
inoculacdo, aumentando gradualmente a partir de entdo até alcancar o maximo de 38,4% HP
(pico de parasitemia) no dia 5 pos-infeccdo. No dia 9 pds-infec¢do, as taxas em queda
chegaram a 5,33% HP, permanecendo em niveis semelhantes até o dia 19 pos-infecgéo,
quando a taxa de parasitemia atingiu niveis inferiores a 1%.

A partir do curso temporal da parasitemia determinado neste experimento preliminar,
definimos que as avalia¢Oes das atividades das CYPs hepaticas seriam realizadas no inicio da
infeccéo (dia 2), no dia do pico da parasitemia (dia 5) e préximo a ele (dia 6), no periodo de
recuperacdo pos-pico quando a parasitemia retornou a niveis baixos (dias 10 e 14) e, por
ultimo, quando a infeccdo evoluia francamente para a cura com parasitemia inferior a 1% (dia
19 pdés-infeccao).

No experimento subsequente, em que avaliamos o efeito da infeccdo ndo letal (P.
chabaudi) sobre a atividade de CYPs hepéticos, a evolucdo temporal da parasitemia seguiu 0
mesmo padréo registrado no experimento preliminar, mas no dia do pico (dia 5 po6s-infec¢éo),
as taxas de parasitemia atingiram 50% HP (Figura 4.20).

Até o dia 5 pos-infeccdo, os camundongos C57BL/6 estavam praticamente
assintomaticos e na necropsia (dia 2), figados e bagos apresentavam tamanho e aspecto
normais. Nos dias de parasitemia méxima - dias 5 e 6 - notamos piloerecdo moderada e
discreta hipoatividade. Esses sinais clinicos, menos intensos e frequentes do que os aparentes
na infeccdo com P. berghei, foram os Unicos notados nos camundongos infectados com P.
chabaudi e, praticamente, desapareceram no periodo de recuperagdo que se seguiu ao dia do
pico de parasitemia. No dia 5, 0 peso e 0 aspecto do figado permaneciam inalterados, mas o
peso do bago estava aumentado. A partir do dia 6 pos-infeccdo, o peso do figado dos

infectados néo diferia do peso dos controles, mas o0 bago estava aumentado e nos infectados,
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os dois érgdos tornaram-se mais escuros, adquirindo tonalidade parda. A partir do dia 10,

figados e bacos dos camundongos infectados adquiriram cor negra.
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Figura 4.18 — Evolucdo clinica e alteracdes das atividades de CYP2A5 (COH), 1A1/2 (EROD) e 2B9/10
(BROD) em microssomos hepaticos de camundongos C57BL/6 (fémeas) infectados com P. berghei ANKA. Os
painéis mostram as alteracBes, a partir do dia da infeccdo (dia 0, 10°HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia
(%HP), do peso do figado e bago (%), da concentracdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-
hidroxilase (COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos 6rgdos e as
atividades enzimaticas estdo representados como % do valor médio dos controles ndo infectados (dia 0 =100%).
Os valores sdo médiastEPM. A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da
transformacgdo em percentuais. As diferencas dos controles (p<0,05) sdo assinaladas por um asterisco (*) para as
atividades e peso do figado (verde) ou cruz (%) para o peso do bago (roxo). Os valores (100%) dos controles
foram: peso do figado = 0,99+0,05 g; peso do bago = 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 relagdo aos controles) foi detectada apenas
nos dias 14 e 19 pds-infeccdo. A esplenomegalia, detectada inicialmente no dia 5 (aumento de
3,7 vezes em relacdo aos controles), acentuou-se progressivamente no periodo pés-pico de
parasitemia, de tal forma que no dia 19 pos-infeccdo, os bagos dos infectados pesavam 13,5
vezes mais do que os bagos dos controles ndo-infectados (Figura 4.20). Como esperado, ndo
foram observadas mortes (ndo programadas) entre camundongos infectados e respectivos
controles ndo-infectados.

A infecgdo elevou apenas discretamente (menos que 1,5 vezes) os niveis séricos de
oxido nitrico (NO) no dia de pico (dia 5 pos-infeccdo) da parasitemia (i.e., 68,65+6,56 UM
nos infectados contra 51,12+2,36 UM nos controles ndo-infectados). Nao houve quaquer outra
alteracdo dos niveis sericos de NO nos camundongos C57BL/6 durante a evolucdo da
infeccdo 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 pds-infecgdo) apresentar cor
fortemente avermelhada, indicando a ocorréncia de hemolise. Por outro lado, o soro dos
camundongos controles, assim como o dos infectados em todos 0s outros dias, pre- e pos-pico
de parasitemia, foi consistentemente limpido. Assim, a hemdlise neste dia especifico,
provavelmente foi devida & evolucdo da infec¢do com P. chabaudi e ndo ao procedimento de
coleta e manipulacdo do sangue dos camundongos.

Nos camundongos C57BL/6 infectados com P. chabaudi, a atividade catalitica da
CYP1A (EROD) hepatica foi deprimida em relacdo a atividade registrada nos respectivos
controles ndo infectados (dia 0) nos dias 2, 5 e 6 (44%, efeito mais intenso) pds-infecgéo,
enquanto a atividade de CYP2B9/10 (BROD) foi reduzida (20%) apenas no dia do pico de
parasitemia (dia 5) (Figura 4.20). A atividade catalitica de CYP2A5 (COH), por outro lado,
permaneceu inalterada, ndo diferindo da atividade dos controles nédo infectados em nenhum

momento da evolugdo da malaria ndo letal em fémeas C57BL/6 (Figura 4.20).

4.3.4 — AlteracOes das atividades de CYP1A, 2B e 2A5 durante a evolucdo da infeccéo
nao letal (P. chabaudi chabaudi) em camundongos DBA-2

Antes de investigar a modulacdo de CYP durante a evolugdo da malaria murina néo
letal em camundongos DBA-2 determinamos, em ensaio preliminar, a evolugdo temporal da
parasitemia em camundongos fémeas desta linhagem infectados com P. chabaudi chabaudi
(indculo = 2x10” HP i.p.). Como pode ser visto na Figura 4.19, a evolucdo temporal da
parasitemia foi semelhante a observada na infec¢do da linhagem C57BL/6 com o P. chabaudi
(taxa méxima de parasitemia no dia 5), exceto pelo fato dos DBA-2 exibirem um segundo
pico de parasitemia, de menor amplitude, nos dias 14-15 pds-infeccdo (Figura 4.19). A partir
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dessa observacédo preliminar, escolhemos os dias 2 (pré-pico), 5 e 6 (pico de parasitemia), 10
(“vale”, ou dia de parasitemia baixa pos-pico principal), 14 (pico secundario de menor
amplitude) e 19 pos-infeccdo (recuperagdo apds o segundo pico) para analisar as alteracGes de
atividade de CYP durante a malaria ndo letal em camundongos DBA-2.

No experimento principal, o curso temporal das alteragdes 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 pos-infec¢édo (Figura 4.21).

Sinais clinicos de infeccéo (piloerecdo moderada e hipoatividade discreta) apareceram
apenas nos dois dias de parasitemia mais elevada (dias 5 e 6 pos-infecgdo), evoluindo a
infeccdo praticamente de forma assintomatica fora deste curto intervalo. O aspecto do figado
e do bago examinados na necrépsia nao diferiu entre infectados e controles ndo-infectados até
o0 dia 6 pos-infeccdo. No dia 10 pds-infeccdo, entretanto, os dois 0rgaos exibiam cor negra e
assim permaneceram até o ultimo dia (dia 19) pds-infeccdo em que foram examinados. O peso
do figado estava aumentado no dia 10 pos-infeccdo (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 entdo, a ponto do peso do baco atingir aproximadamente 600% do
peso do 6rgdo dos controles ndo infectados (=100%) entre os dias 10 e 19 pds-infeccao
(Figura 4.21).

No dia 6 pds-infeccdo, as concentragdes de nitrito sérico (NO) dos camundongos
infectados (65,41+6,39 puM) estava discretamente aumentada (1,5 vezes) em relacdo aos
niveis registrados nos respectivos controles (42,25+1,7 uM). Este foi, todavia, o Unico
momento da evolugdo da infeccdo com P. chabaudi em que os niveis de NO no soro
sanguineo diferiram entre camundongos controles e infectados (Figura 4.21). Da mesma
forma que ocorreu com os camundongos C57BL/6, 0 soro dos camundongos DBA-2 exibia
cor fortemente avermelhada nos dias 5 e 6 pds-infeccdo, sugerindo a ocorréncia de hemdlise.
O soro dos controles ndo infectados e os soros dos animais infectados obtidos antes e depois
deste curto intervalo estavam consistentemente limpidos. N&o ocorreram mortes ndo
programadas de camundongos controles ou infectados confirmando que, como esperado, a
infeccdo com P. chabaudi néo foi letal.

Em contraste com o que haviamos observado com os camundongos C57BL/6, as
atividades cataliticas de CYP1A (EROD) e 2B9/10 (BROD) permaneceram inalteradas no
figado durante toda a evolucgéo clinica da infec¢do néo letal (P. chabaudi) nos DBA-2 (Figura
4.21). A atividade catalitica de CYP2A5 (COH) dos DBA-2, entretanto, estava claramente
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induzida (80%) no dia da parasitemia méaxima (dia 5 pos-infecgdo) neste modelo de malaria
ndo letal (COH, controles versus infectados, 149,43+8 vs 273,58+30,30 pmoles
umbeliferona/mg proteina/minuto) (Figura 4.21).
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Figura 4.19 — Evolucdo da parasitemia em fémeas C57BL/6 (histograma superior) e DBA-2 (inferior) ap6s
infeccdo com Plasmodium chabaudi (inéculo = 2 x 10" HP i.p., dia 0). As alturas das barras representam o valor
médio£EPM. Parasitemia: % de hemacias parasitadas (HP).
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Figura 4.20 — Evolucdo clinica e alteracdes das atividades de CYP2A5 (COH), 1A1/2 (EROD) e 2B9/10
(BROD) em microssomos hepéticos de camundongos C57BL/6 (fémeas) infectados com P. chabaudi. Os painéis
mostram as alteracdes, a partir do dia da infeccdo (dia 0, 10'HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia (%HP), do
peso do figado e bago (%), da concentragdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase
(COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos érgdos e as atividades
enzimaticas estéo representados como % do valor médio dos controles ndo infectados (dia 0 =100%). Os valores
sdo médias + EPM. A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformacdo em
percentuais. As diferengas dos controles (p<0,05) sdo assinaladas por um asterisco (*) para as atividades e peso
do figado (verde) ou cruz (*) para o peso do bago (rosa). Os valores (100%) dos controles foram: peso do figado
= 0,83+0,02 g; peso do baco = 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 — Evolucdo clinica e alteragdes das atividades de CYP2A5 (COH), 1Al1/2 (EROD) e 2B9/10
(BROD) em microssomos hepaticos de camundongos DBA-2 (fémeas) infectados com P. chabaudi. Os painéis
mostram as alteracdes, a partir do dia da infeccdo (dia 0, 10'HP/animal i.p.), da taxa de parasitemia (%HP), do
peso do figado e bago (%), da concentragdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase
(COH), etoxi- (EROD), e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases. Os pesos dos érgdos e as atividades
enzimaticas estéo representados como % do valor médio dos controles néo infectados (dia 0 =100%). Os valores
sdo médias + EPM. A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformacdo em
percentuais. As diferengas dos controles (p<0,05) sdo assinaladas por um asterisco (*) para as atividades e peso
do figado (laranja) ou cruz (*) para o peso do baco (cinza). Os valores (100%) dos controles foram: peso do
figado = 1,08+0,01 g; peso do baco = 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. — Elevacdo dos niveis de o0xido nitrico e alteracdes da atividade de citocromos P450
das subfamilias 1A, 2A e 2B no figado de camundongos DBA-2 tratados com LPS

4.4.1- Curso temporal da elevacédo dos niveis de 6xido nitrico no soro e das alteracdes de
CYP1A1/2, 2A5 e 2B9/10 no figado, apo6s o tratamento com LPS

Na etapa anterior deste trabalho, ndo evidenciamos elevacdo dos niveis de oxido
nitrico no soro de camundongos DBA-2 e C57BL/6 durante a evolucdo da malaria letal (P.
berghei ANKA). Naquela etapa verificamos também que, exceto por discreta elevacdo no dia
do pico da parasitemia, a concentragdo sérica de o0xido nitrico (NO) permaneceu praticamente
inalterada durante a evolucdo da infecgéo néo letal (P. chabaudi) nos dois hospedeiros. Esta
aparente auséncia de relacdo entre niveis de NO no soro e alteragdes de monooxigenases
hepaticas nos modelos murinos de maléaria letal e n&o letal, nos motivou a investigar se em
camundongos DBA-2, as elevagbes de NO e as modificacbes de atividade de CYP
(CYP1A1/2, 2A5 e 2B9/10) produzidas pelo LPS estdo associadas em termos de dose-
resposta e curso temporal.

Inicialmente, para avaliar a relacdo dose-efeito e o curso temporal, tratamos
camundongos DBA-2 com uma Unica administracdo de LPS (2, 5 ou 20 mg/kg i.p.) e
avaliamos a resposta em termos de alteracfes dos niveis séricos de NO e das atividades
cataliticas de CYPs hepaticos, seis, doze e vinte-e-quatro horas apds o tratamento.

Como esperado, a inje¢do de LPS elevou os niveis de nitrito (NO) no soro e deprimiu
as atividades de isoformas CYP no figado (Figuras 4.22, 4.23 e 4.24). As trés doses de
endotoxina (2, 5 e 20 mg/kg) aumentaram as concentra¢fes de NO sérico 6 e 12 horas ap0s 0
tratamento. Vinte e quatro horas apds a injecdo de LPS, os niveis de NO permaneceram
aumentados apenas com a maior dose utilizada (20 mg/kg), ja 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 ap6s a injecdo, de cinco (2 mg/kg) a onze (5 e 20 mg/kg) vezes
doze horas apo0s, e seis vezes (20 mg/kg) vinte e quatro horas apos o tratamento, ja tendo
retornado aos niveis basais apds o0 maior intervalo de tempo com as menores doses (ANOVA
e teste de comparagdo das médias de Dunnett, p < 0,05).

O LPS nas trés doses administradas e nos trés intervalos de tempo pos-injecdo
analisados (6, 12 e 24 horas) deprimiu, consistentemente (30 a 40%), a atividade catalitica de
CYP1Al/2 (EROD) no figado 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 ap0s o tratamento, mas nao diferiu da atividade dos controles 24 horas apés a
injecdo. A dose intermediaria de LPS (5 mg/kg) reduziu (cerca de 30%) a atividade de
CYP2B9/10 (BROD) nos trés intervalos pds-administracdo analisados (6, 12 e 24 horas),
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enquanto entre 0s camundongos que receberam a maior dose (20 mg/kg), a diminuicdo de
BROD (30 %) em relagdo aos controles foi detectada, estatisticamente, apenas 12 e 24 horas
apos 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) ndo alterou a atividade
catalitica de CYP2A5 em nenhum dos trés intervalos de tempo pos-administracdo analisados
(Figuras 4.22, 4.23 e 4.24). Na menor dose (2 mg/kg), entretanto, 0 LPS causou acentuada
(65%) diminuic&o da atividade de CYP2A5 (COH) 6 horas apos o tratamento (COH: controle
X LPS, médiatEPM: 216,72+23,8 x 75,89+13,47 pmoles de umbeliferona/mg
proteina/minuto). Depressdao marcante de CYP2A5 (66%; COH, controle x LPS, 216,72+23,8
X 68,91+12,54 pmoles umbeliferona/mg proteina/minuto) foi observada também 24 horas
apos o tratamento com a dose mais baixa de LPS (2 mg/kg) (Figura 4.24).

Como tem sido descrito que ha uma flutuacéo circadiana das atividades cataliticas de
CYP2AD5, é importante mencionar os horarios de tratamento e morte dos animais. No caso do
intervalo mais curto (6 horas), o tratamento foi realizado pela manha e, portanto, os animais
foram mortos a tarde do mesmo dia, enquanto no caso do intervalo de 12 horas, 0s
camundongos foram tratados no inicio da noite e mortos na manhd do dia seguinte. O
intervalo de 24 horas foi entre tratamento e morte a tarde. Os controles foram mortos
concomitantemente com os tratados com LPS a cada intervalo pos-administragdo; ndo foram
observadas diferencas de atividade de COH entre os controles mortos pela manha (12 horas,
247,33+£37,23 pmoles umbeliferona/mg proteina/minuto) e os mortos a tarde (6 e 24 horas,
182,5+24,6 pmoles umbeliferona/mg proteina/minuto) (teste t de Student, p > 0,05).

Analisados conjuntamente, esses resultados sugeriram que apds o tratamento com
LPS, a elevacdo dos niveis séricos de NO foi, via de regra, acompanhada por depressdo das
atividades cataliticas de CYP1A1/2 e 2B9/10 no figado, embora 24 horas apos a injecdo da
menor dose da endotoxina (2 mg/kg), a concentracdo de NO retornou ao nivel basal, mas a
atividade de CYP1A1/2 (EROD) permaneceu deprimida (Figura 4.24).
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Figura 4.22 — AlteracOes da concentracdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos figados dos camundongos DBA-2
tratados com LPS nas doses de 2, 5 e 20 mg/kg peso e mortos 6 horas apés a injecdo. Os valores sdo médias +
EPM. Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformacdo em percentuais. As
diferencas dos controles (p<0,05) séo 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 — AlteracBes da concentragdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos figados dos camundongos DBA-2
tratados com LPS nas doses de 2, 5 e 20 mg/kg peso e mortos 12 horas ap0s a inje¢do. Os valores sdo médias =
EPM. Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformacdo em percentuais. As
diferencas dos controles (p<0,05) séo 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 — AlteracBes da concentragdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos figados dos camundongos DBA-2
tratados com LPS nas doses de 2, 5 e 20 mg/kg peso e mortos 24 horas ap0s a inje¢do. Os valores sdo médias
EPM. Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da transformacdo em percentuais. As
diferencas dos controles (p<0,05) séo 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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E 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 duragdo, mas nédo da intensidade do efeito (e.g., na menor
dose, mas ndo nas demais, a reducdo de BROD desapareceu 24 horas ap0s o tratamento)
(Figura 4.24). A clara depressao da atividade catalitica de CYP2A5 (COH) na menor dose de
LPS testada (2 mg/kg, 6 e 24 horas), mas ndo nas duas doses mais elevadas (5 e 20 mg/kg),
sugeriu que poderia estar ocorrendo neste caso uma relacdo dose resposta ndo linear e nédo
monoténica (i.e., curva dose-efeito em U).

Para examinar melhor essas relacGes 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
cataliticas de CYP1Al1l/2 (EROD), 2B9/10 (BROD) e 2A5 (COH) no figado dos
camundongos (DBA-2) 24 horas ap6s o tratamento (Figura 4.25). Neste caso, como no
experimento anterior, o tratamento e a morte ocorreram no periodo da tarde.

As doses de LPS de 0,05 até 5,0 mg/kg (inclusive) ndo aumentaram o nivel de NO
sérico neste intervalo de tempo pos-administracdo, mas as doses mais elevadas (10,0 e 20,0
mg/kg) provocaram aumento acentuado dos niveis de nitrito (e.g., controles x LPS 10 mg/kg:
27,39£2,21 x 153,95+43,66 UM; ou 5,6 vezes). (Figura 4.25).

De forma surpreendente, observamos uma clara depressdo da atividade catalitica de
CYP2A5 (COH) entre os camundongos tratados com a menor dose de LPS testada (0,05
mg/kg). Todas as doses subsequentes de LPS, numa escala crescente de doses até 2,0 mg/kg,
inclusive, causaram acentuada depressdao de CYP2A5 (COH). A atividade de CYP2A5 (COH)
no figado dos camundongos tratados com as trés maiores doses de LPS (5, 10 e 20 mg/kg),
entretanto, ndo diferiu da atividade registrada nos respectivos controles. Estes resultados s&o
consistentes com o que haviamos notado no experimento anterior e parecem confirmar a
nossa suspeita de que a relacdo dose-resposta nesse caso ndo é monotdnica, assumindo a
curva dose-efeito a forma de um “U” (Figura 4.25).

E interessante ressaltar ainda que, neste amplo intervalo de doses baixas, que vao de
0,05 até 1,0 mg/kg, o tratamento com LPS deprimiu a atividade de CYP2A5 (COH), mas ndo
elevou os niveis 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 regulacdo negativa da atividade de CYP2A5 é altamente sensivel a
endotoxina. O tipo de relagdo dose-resposta observado — depressdo em doses baixas e
recuperacdo em doses mais altas, ou curva em “U” - também revela a complexidade da
regulagéo de CYP2A5 por estimulos inflamatdrios. A indugdo de CYP2AS5 (murina) e 2A6

(humana) no figado tem sido descrita em processos inflamatorios — com substancial dano aos
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hepatdcitos - resultantes de infec¢Bes, como as causadas pelos trematodeos 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), malaria (De-Oliveira et al., 2006) e hepatites virais e
bacterianas (Chomarat et al.,, 1997; Sipowicz et al.,, 1997). Em outros processos
inflamatdrios, com menor intensidade de dano aos hepatdcitos, como 0 que ocorre na
esquistossomose cronica em camundongos, foi relatado que ha uma depressdo da atividade
catalitica (COH) de CYP2A5 no figado (Conte et al., 2007). Os relatos de efeitos do LPS
sobre a atividade de CYP2A5 encontrados na literatura sdo até certo ponto conflitantes
(auséncia de efeito, depressdo e inducao) (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). E possivel que, administrando doses de LPS ainda
mais altas do que a maxima testada neste trabalho (20 mg/kg), nos deparassemos com um
quadro sintomatico semelhante a sepses, envolvendo comprometimento de multiplos 6rgaos
(inclusive o figado), e tivessemos entdo uma clara inducdo da CYP2A5 (COH) hepética em
DBA-2. Se isto de fato ocorre, entdo as relagdes entre dose do LPS e efeito sobre a atividade
de CYP2AG5 seriam descritas, num intervalo ainda mais amplo de doses, por curva do tipo “J”
(com inversdo do sentido do efeito) e ndo por uma do tipo “U” (com reversdo, mas nao

inversao) como vimos.
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Figura 4.25 — AlteracBes da concentragdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos figados 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 apds a injecao.
Os valores sdo médiastEPM. Os dados foram analisados pela ANOVA e teste de Dunnett antes da
transformagdo em percentuais. As diferencas dos controles (p<0,05) sdo 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.
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4.4.2 — Inducdo da NOS2 (mMRNA) em figado, baco e cérebro de camundongos DBA-2
infectados com P. berghei (ANKA) e tratados com LPS

Como anteriormente relatado neste trabalho, ndo detectamos qualquer alteracdo dos
niveis de 6xido nitrico (NO) no soro sanguineo, ao longo da evolugdo da infeccdo de
camundongos C57BL/6 e DBA-2 com P. berghei ANKA. Apesar de ndo mostrarem
alteracdes dos niveis séricos basais de NO, os camundongos exibiram nos estagios mais
avancados da infeccdo com este parasito, depressdo das atividades cataliticas de isoformas das
subfamilias CYP1A e 2B e inducio de CYP2A5 no figado. A primeira vista, essa observacio
poderia sugerir que a elevagdo dos niveis de NO ndo é essencial para as alteracOes,
particularmente para a depresséo das atividades de CYP que ocorrem na malaria. Entretanto,
existe a possibilidade da infeccdo malarica causar uma elevagéo — via inducdo da NOS2 - dos
niveis de NO localmente no 6rgdo alvo em que as atividades das CYPs foram medidas (i.e.,
no figado) sem alterar os niveis no soro sanguineo. Isto poderia ocorrer, por exemplo, em
virtude do sequestro do NO pela hemoglobina e outras hemeproteinas presentes no sangue, tal
como sugerido por Sobolewsky et al. (2005).

Como ¢ dificil medir diretamente os niveis de NO ou a atividade de NOS2 no tecido
hepético, decidimos verificar se a NOS2 esta induzida neste 6rgdo, quantificando o mRNA
por RT-PCR quantitativo. Se ndo houvesse evidéncia de indu¢do da NOS2, poderiamos entéo
excluir a possibilidade de que o NO fosse essencial para as alteracées de CYP observadas.

As determinacGes 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 ndo infectados. Incluimos também um grupo de camundongos tratados
com uma injecédo unica de LPS (5 mg/kg i.p.) mortos 12 horas ap0s o tratamento e respectivos
controles ndo tratados. Complementarmente, analisamos também a indugdo de NOS2 no bago
e no cérebro dos camundongos.

Os niveis relativos de mMRNA de NOS2 representados nas figuras dizem respeito aos
valores obtidos para os controles e infectados normatizados para 0 menor valor do controle
ndo infectado. Como a expressao constitutiva da enzima (NOS2) é muito baixa, é esperado
que os niveis em controles ndo infectados sejam também muito baixos (i.e., biologicamente
insignificantes). Nessas condicOes, a hipotese testada € tipicamente unidirecional: Hipotese
alternativa: o tratamento (infeccdo ou LPS) induziu a NOS2 (aumenta 0 mRNA) versus
Hipdtese de nulidade: o tratamento ndo induziu a NOS2. Em todos os casos, portanto, as
hipbteses 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
NOS?2 foi induzida no figado de camundongos C57BL/6 e DBA-2 infectados com P. berghei.
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Digno de nota é o fato da magnitude da indugdo da NOS2 no figado ter sido muito mais
pronunciada entre os DBA-2 do que entre os C57BL/6. A NOS2 tambem estava induzida no
baco dos camundongos infectados das duas linhagens (Figuras 4.26 B e 4.27 B). No cérebro, a
expressdo de NOS2 foi muito baixa e ndo foi induzida pela infeccdo em nenhuma das duas
linhagens murinas (Figuras 4.26 C e 4.27 C).

O tratamento com LPS também induziu a NOS2 no figado de DBA-2 (Unica linhagem
tratada com a endotoxina), mas nesse caso nao foi possivel detectar o aumento dos niveis
relativos de mRNA no baco. Como a avaliagéo foi feita 12 horas apds o tratamento com LPS
5 mg/kg, é possivel que a indugdo do mRNA jé tivesse declinado a ponto de ndo ser detectada
no baco. Tal como observada com a infecgdo, ndo foi possivel evidenciar indugdo de NOS2
pelo LPS no cérebro dos camundongos (Figura 4.28 A, B e C).

Esses resultados indicam que, a despeito da auséncia de alteracdes dos niveis séricos
de NO, a infeccdo com P. berghei (ANKA) induziu a NOS2 no figado e no bagco. N&o é
possivel, portanto, descartar a possibilidade de ter ocorrido também uma elevacao local dos
niveis de NO no tecido hepéatico. Em decorréncia deste fato, ndo é possivel também excluir a
possibilidade de que a elevacdo do NO contribua de alguma forma para as alteragfes de

atividade de CYP observadas na malaria causada pelo P. berghei.
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Figura 4.26 — Inducdo do mRNA de NOS2 nos figados (A), bacos (B) e cérebros (C) de DBA-2 infectados com
P. berghei (quadriculado branco e negro) e no controle (pontilhado). Os valores sdo médiastEPM. Os dados
foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney. As diferencas dos controles sdo assinaladas por um asterisco
(*) (p<0,05).
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Figura 4.27 — Inducdo do mRNA de NOS2 nos figados (A), bagos (B) e cérebros (C) de C57BL/6 infectados
com P. berghei (quadriculado branco e negro) e no controle (pontilhado). Os valores sdo médiastEPM. Os
dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney. As diferencas dos controles sdo assinaladas por um
asterisco (*) (p < 0,05).
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Figura 4.28 — Inducdo do mRNA de NOS2 nos figados (A), bagos (B) e cérebros (C) de DBA-2 tratados com
LPS 5 mg/kg (quadriculado) mortas 12 horas apds o tratamento e no controle (pontilhado). Os valores sdo
médiastEPM. Os dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney. As diferencas dos controles sdo
assinaladas por um asterisco (*) (p < 0,05).
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4.4.3 — Efeitos do bloqueio da NOS2 sobre as alteracgdes de atividade de CYP1A1/2, 2A5
e 2B9/10 induzidas pelo LPS

Para investigar se a elevagédo da concentragdo de NO estava associada a depressao das
atividades de CYP1A (EROD) e CYP2B (BROD), ambas desencadeadas pela administragdo
do LPS, decidimos bloquear farmacologicamente a producdo de NO pela NO-sintase
induzivel (NOS2, ou iNOS), enzima que é induzida pelo tratamento com a endotoxina.

Neste experimento utilizamos a aminoguanidina (AG) para inibir a producdo de NO
pela NOS2 (iNOS) e examinamos 0s niveis séricos de NO e as atividades de EROD, BROD e
COH, 12 horas ap6s a administracdo de LPS (5 mg/kg i.p.). Para analisar se o bloqueio da
NOS2 modifica a modulacdo da atividade das CYPs hepéticas pela endotoxina, uma unica
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 (periodo da manhad). Um grupo
de camundongos foi tratado apenas com PBS (controle), enquanto um outro grupo recebeu
apenas a injecdo de LPS. Investigamos também, em dois grupos adicionais, se a AG per se,
nessas doses e condicbes de tratamento, alteraria a atividade das CYP estudadas. Os
resultados desse experimento séo apresentados na Figura 4.29 e mostram que, como esperado,
a AG bloqueou a elevacdo de NO sérico induzida pelo LPS, sendo esta inibi¢do parcial na
menor dose (50 mg/kg) e total na maior dose (100 mg/kg) empregada. O tratamento com AG,
nas duas doses testadas, nédo alterou a atividade catalitica de CYP2A5 (COH), mas deprimiu
claramente a atividade de CYP1A1/2 (EROD). A atividade de CYP2B9/10, por outro lado,
ndo 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),
depressdo 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
inibicdo da atividade de CYP1A1/2 (EROD) de intensidade comparavel a observada nos
grupos tratados com LPS. Assim sendo, ndo é possivel saber se, nesse caso, a elevacdo de NO
estd associada a depresséo da atividade catalitica, 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, inibicdo esta que se manteve em niveis
equivalentes nos camundongos que receberam a maior dose de AG (100 mg/kg) 30 minutos
antes da injecdo de endotoxina. Esta dose de AG, todavia, também deprimiu a atividade de
CYP2B9/10 em camundongos que ndo receberam LPS (Figura 4.29). A atividade de
CYP2B9/10 nos camundongos que receberam a menor dose de AG (50 mg/kg), antes da
injecdo do LPS, ndo diferiu da atividade registrada nos controles, sugerindo que esta dose do
bloqueador de NOS2 reverteu os efeitos depressores da endotoxina. E interessante notar que
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esta dose de AG ndo afetou a atividade de BROD e causou um bloqueio apenas parcial da
elevacdo de NO sérico. Esses resultados s@o consistentes com a hipotese de que a elevagéo do
NO desempenha um papel chave na inibigdo da atividade e expressdo de isoformas da
subfamilia 2B causada pelo LPS. A hip6tese de que o NO é o mediador da depressdo
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 € contestada por
Edward Morgan e outros pesquisadores. Entretanto, mesmo afirmando que as depressdes de
CYP causadas pela endotoxina ocorrem, de um modo geral independentemente da elevacgéo
do NO, Morgan et al. (Sewer e Morgan, 1998; Ferrari et al., 2001) mencionam a regulagéo
negativa da expressédo e atividade de CYP2B pelo LPS como uma possivel excecdo a esta
regra. Os nossos resultados mostram que é dificil verificar essa hipotese empregando o
bloqueio farmacoldgico da NOS2 pela AG, porque as doses desse farmaco que nao deprimem
CYP2B, coincidentemente, ndo blogueiam totalmente a elevacdo do NO sérico. Indicios de
que outros blogueadores menos seletivos de NOS2 (e.g., L-NAME) também inibem a
atividade de isoformas CYP hepéaticas em roedores tem dificultado a interpretacdo dos
resultados de varios estudos anteriores publicados por Oleg Khatsenko e por outros autores
sobre o papel do NO na modulagéo dessas enzimas pelo LPS ( Khatsenko et al., 1997).

A AG per se nas duas doses testadas e o tratamento com o LPS isoladamente nédo
afetaram a atividade de CYP2A5 (COH), o que contrasta vivamente com o0 que observamos
em relagdo as 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 catalitica de CYP2A5 em relacdo aos niveis 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
regulacdo negativa de CYP2A5 ao tratamento com LPS e a curva dose resposta ndo
monotonica que haviamos constatado no experimento anterior, ilustram bem como é
complexa a resposta desta isoforma aos estimulos inflamatorios.

Os valores numéricos relativos as Figuras 4.17 a 4.29 constam das Tabelas 4.1 a 4.46
do ANEXO 1.
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Figura 4.29 - Alteragdes da concentracdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da cumarina-hidroxilase
(COH), etoxi- (EROD) e benziloxi- (BROD) resorufina-O-desalquilases nos figados 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 apds a injecdo i.p. Os valores sdo médiastEPM. A anélise
estatistica foi realizada pela ANOVA e teste de Dunnett (* # de 0, § # LPS, p < 0,05). Os valores para 0 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- DISCUSSAO
Os nossos resultados mostraram que a malaria grave causada pela infeccdo com P.

berghei modula a atividade das enzimas citocromo P450 da fase 1 do metabolismo no figado,
isto €, a infeccdo deprime as atividades de CYP1A e CYP2B e induz CYP2A5 e 2E1, mas ndo
altera as enzimas da fase 2 (i.e., a UGT e as GST citosélica e microssomal). Notamos
também que a depresséo de CYP1A e 2B no C57BL/6 e a inducdo de CYP2A5 no DBA-2

ocorreu na malaria ndo letal (P. c. chabaudi) no momento de parasitemia maxima.

Depressédo de CYP1A e 2B na maléria

A inibicdo da atividade catalitica de CYP1A1/2 que observamos no nosso estudo é
consistente com 0 que outros autores descreveram anteriormente em ratos e camundongos
infectados com P. berghei, determinando a atividade de monooxigenases hepéticas (inibi¢do
de EROD e da reacdo de hidroxilacdo do benzo[a]pireno), ou analisando in vivo a cinética de
probe drugs para CYP1A1/2 (Kokwaro et al., 1993,; Kokwaro et al., 1993;). Neste trabalho,
verificamos também que a infec¢do diminuiu os niveis da apoproteina CYP1A1 na fragdo
microssomal hepatica, o que indica que a depressdo da atividade catalitica foi, em parte (ou
totalmente), devida a menor quantidade da enzima. Em principio, a reducdo dos niveis da
proteina CYP1A1 poderia dever-se a diminui¢do da sintese e/ou a aceleracdo da degradacéo.
Entretanto, dados de outro estudo realizado recentemente no nosso laboratério (Carvalho,
2008), mostraram que a infeccdo com P. berghei (ANKA) causa uma acentuada diminuigédo
dos niveis de mRNA de CYP1A1/2 no figado de camundongos Swiss Webster machos. E
provavel, portanto, que a sintese de proteinas CYP1A (e de outras isoformas) esteja diminuida
na maléria (i.e., a infeccdo causaria uma regulacdo negativa da enzima ao nivel pré-
traducional: transcricdo diminuida ou aceleragdo da degradacdo 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 a
inducdo por ligantes do AhR. Os autores notaram que, na linhagem DBA-2, as respostas a
inducdo pelo TCDD e pela B-naftoflavona eram menos intensas do que as observadas com o
C57BL/6. Neste estudo com P. berghei, a depressdo da atividade catalitica de CYP1A1/2
ocorreu de forma semelhante nas duas linhagens (i.e., as diferencas entre linhagens quanto ao
AhR ndo parecem ter tido influéncia nesta regulagdo negativa em resposta a um agente
bioldgico).

No experimento subseqtiente, procuramos verificar quando a depressao da atividade
catalitica de CYP1A aparece ao longo da evolugédo da infeccdo com P. berghei. O estudo do

curso temporal da inibicito de EROD no C57BL/6, no entanto, foi prejudicado pelo
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desenvolvimento precoce de um quadro neurol6gico compativel com maléria cerebral em uma
propor¢do 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 ndo foi detectada
depressédo da atividade de EROD (CYP1A). Esses resultados parecem sugerir que o quadro
clinico de maléria cerebral, embora seja muito grave e evolua rapidamente para a morte do
camundongo, ndo esta associado a alteracfes de atividade de CYPs hepaticos. Nos
camundongos DBA-2 infectados com P. berghei que, diferentemente dos C57BL/6, ndo
exibiram sintomas neuroldgicos, a depressdo da atividade de CYP1A s6 foi detectada no dia
20 poés-infecgdo, quando as taxas de parasitemia eram muito elevadas. A principio, esses
resultados obtidos com P. berghei poderiam sugerir que a depressdo de CYP1A apareceria
apenas na fase terminal da evolucdo letal da maléria, quando as taxas de parasitemia sdo
também muito elevadas. No entanto, na infeccdo dos camundongos C57BL/6 com P. c.
chabaudi, houve uma clara inibigdo da atividade de CYP1A (EROD) nos dias pds-infecgao 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 reversao da depressao (i.e., por um retorno da atividade
de EROD aos niveis registrados nos controles nao infectados). Esta evolugdo temporal mostra
que a depressdo da atividade de CYPLA ¢ reversivel e estd de alguma forma associada a
eventos que ocorrem quando a parasitemia € elevada. A regulacdo negativa de CYP1A,
portanto, ndo esta necessariamente associada ao quadro clinico da fase terminal da infeccdo.

A depressao da atividade de CYP2B9/10 (BROD) observada neste estudo ainda nao
havia sido descrita em modelo murino de malaria. A resposta inibitoria de CY2B9/10 a
infeccdo pelo P. berghei foi semelhante nas duas linhagens de camundongos estudadas. No
primeiro experimento, notamos uma depressdo de BROD em animais com elevada
parasitemia e quadros de maléria grave. Entretanto, a analise da evolucdo temporal da
depressdo de BROD revelou que a inibicdo da atividade catalitica de CYP2B9/10 na linhagem
DBA-2 teve inicio bem antes da fase terminal da infeccdo em que as taxas de parasitemia
eram elevadas. A depressdo de BROD em camundongos DBA-2 foi detectada no dia 8 pds-
infeccéo, quando os sintomas ainda eram discretos e a parasitemia era pouco superior a 10%.
Como ja haviamos comentado, os camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei no
segundo experimento evoluiram precocemente para um quadro de maléria cerebral. Tal como
ocorreu com CYP1A, ndo detectamos alteracbes de atividade de CYP2B (BROD) nos
camundongos C57BL/6 neste segundo experimento com P. berghei ANKA.

Na infeccdo ndo letal pelo P. c. chabaudi, BROD néo foi alterada nos DBA-2, mas no
C57BL/6 a atividade catalitica da CYP2B9/10 foi deprimida no dia 5 pos-infecgdo, que
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coincidiu com o pico de parasitemia. Como haviamos visto em relagéo a atividade de CYP1A,
houve também uma reversao da inibicdo da atividade de CYP2B com a queda (p0s-pico) das
taxas de parasitemia. A depressdo das atividades de CYP2B, portanto, também pode ser
transiente e ndo esta necessariamente associada a um comprometimento hepatico irreversivel
no quadro terminal da infecgé&o.

Esta reversdo da inibicdo das atividades de CYP1A e 2B ao longo da evolucdo da
maléria ndo letal causada pelo P. c. chabaudi sugere também que, dificilmente, a depressao
poderia ser atribuida ao acimulo de hemozoina no figado. Na malaria ndo letal no C57BL/6, a
depresséo das atividades de EROD e BROD, que foram observadas em torno do pico da
parasitemia — dias 2 a 6 pés-infeccdo - ja havia retornado ao normal no dia 10 (EROD) e no
dia 6 pos-infeccdo (BROD), mas o peso do figado permaneceu aumentado durante a evolugéo
posterior da infecgdo. E factivel supor que durante o periodo de recuperago, a destruicio das
hemacias infectadas prosseguiu e a hemozoina continuou a ser depositada por algum tempo
no figado e baco, tornando os 6rgdos aumentados e enegrecidos até o final do periodo de
observacao, no dia 19 pds-infeccdo. Diante destas observacoes, € valido supor que o acumulo
de hemozoina ndo deve ter sido responsavel pela inibicdo das atividades de CYP1AL/2 e
CYP2B9/10 tanto na malaria letal, quanto na ndo letal, nas duas linhagens de camundongos

estudadas.

A elevacdo dos niveis de NO é necessaria para a regulacdo negativa de CYP1A e 2B
na malaria?

Como comentado na Introducdo deste trabalho, foi proposto que a elevacdo dos niveis
de NO seria um elo necessario na cadeia de eventos que leva a regulacdo negativa da
atividade de CYP por estimulos inflamatdrios. Embora esta hipétese inicialmente formulada
por Khatsenko et al. (1993) se aplique a infec¢des e processos inflamatorios em geral, ela é
apoiada fundamentalmente por evidéncias obtidas em experimentos envolvendo a
administracdo de endotoxina (LPS). Neste estudo, procuramos investigar se a elevacdo dos
niveis de NO seria necessaria para desencadear a depressdo das atividades de CYP1A e 2B
hepaticas que ocorre na malaria murina.

Embora o exato papel do NO na resolugdo da infeccdo e na patogénese da malaria,
incluindo o aparecimento da malaria cerebral, permanecga até certo ponto controverso, ha
varios estudos sugerindo que hd uma elevacdo dos niveis do oxido nitrico no curso da
infeccdo 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 hd um aumento transitorio de NO plasmatico no dia 3
pos-infeccdo seguido por queda no dia 5, quando as taxas de parasitemia subiram e atingiram
os valores maximos. No nosso experimento, entretanto, nenhum aumento de NO sérico foi
notado durante a evolugéo da infeccdo com P. berghei, quer entre os camundongos C57BL/6,
quer entre os DBA-2. Por outro lado, no modelo de infecgdo ndo letal (P. c. chabaudi),
notamos um pequeno aumento (menor que 2 vezes) do NO seérico 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 6xido nitrico plasmatico ja no primeiro dia de infecgéo,
quando as parasitemias ainda eram muito baixas, seguido por uma queda no sétimo dia e nova
elevacdo dos niveis de NO a partir do dia 14, quando as taxas de parasitemia em declinio
atingiram 0os menores valores. Taylor-Robinson e Smith (1999), entretanto, descreveram um
comportamento do NO na malaria murina (camundongos NIH) causada pelo P. chabaudi que
é bem diferente do que foi descrito por Nahrevanian e Dascombe (2001).

A evolucdo temporal da parasitemia e as alteracdes da concentracdo de nitrito apds a
infeccdo de camundongos NIH com P. c. chabaudi AS descritas por Taylor-Robinson e Smith
(1999) sdo consistentes com o que notamos nas infec¢cdes com o P. c. chabaudi, exceto que no
nosso caso, o0 dia da parasitemia maxima 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, 0s niveis de nitrito e encontraram uma elevacao acentuada
do NO em um unico dia, que coincidiu com o dia da taxa maxima de parasitemia (i.e., no dia
10 apos a infeccdo). No nosso estudo, a elevagdo do NO tambem ocorreu no dia em que
registramos a taxa méaxima de parasitemia (i.e., quinto dia apds a infeccdo no C57BL/6 e
sexto dia no DBA-2). E possivel que o menor indculo, de 10° hemacias parasitadas usado por
Taylor-Robinson e Smith (1999) ou a diferenca da linhagem murina (NIH) usada, explique o
retardo do pico em relacdo aos que observamos.

E interessante notar que os aumentos de NO que observamos nas infeccdes com o P. c.
chabaudi foram irrisérios se comparados ao aumento de aproximadamente 100 vezes na
concentragdo de NO encontrado por Taylor-Robinson e Smith (1999). No nosso estudo,
entretanto, notamos que nas infecgdes 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 ndo os dos
controles) apresentavam intensa cor vermelha, indicativa de hemdlise. Esta hemdlise nédo foi
devido ao procedimento de coleta, porque ndo foi observada entre os controles ndo infectados

nem entre os infectados antes e depois deste dia. Ndo observamos também hemolise nos
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experimentos de infeccdo com P. berghei. Esta hemolise, obviamente, pode ter atenuado 0s
niveis de NO medidos pela reacdo de Griess. Como Taylor-Robinson e Smith (1999) nao
relataram hemolise e registraram niveis muito mais elevados de NO, é possivel que a coleta
de sangue realizada por esses autores tenha antecedido a ruptura em massa das hemacias, o
que nao teria ocorrido no nosso caso. De qualquer modo, os resultados de Taylor-Robinson e
Smith (1999) sugerem que a elevacdo de NO ocorreria apenas por periodo muito breve
(menor que 24 horas) e que algumas horas poderiam fazer diferenga em termos da magnitude
da elevacdo de NO registrada.

O sequestro de NO pela hemoglobina e pelo anion superdéxido foi tema de artigo
recente de Sobolewsky e colaboradores (2005). Embora tenha sido atribuido ao NO algum
papel protetor durante a infeccdo malarica (na infeccdo aguda o Plasmodium induz as celulas
Th1l a produzirem INF-gama, que ativa macrofagos a secretarem NO e EROs) os autores
comentaram gue no ambiente intra-eritrocitario, o plasmadio estaria relativamente protegido
da acdo toxica do NO e das EROs, uma vez que habita o interior do vacuolo parasitoforo, que
é circundado pela hemacia e, consequentemente, pela hemoglobina (i.e., estaria “blindado”
por ela). O seqliestro de NO e das EROs pela hemoglobina também ocorre fora da célula
apos a ruptura dos eritrécitos. O parasito permanece livre na circulagdo na forma merozoita
durante um breve periodo de tempo e, portanto, estaria por um tempo curto exposto a acédo
danosa do NO e das EROS. Todavia, € bom lembrar que a hemoglobina (Hb) livre parece ser
mil vezes mais eficaz no sequestro do NO do que a Hb intra-celular. Assim, a Hb liberada
junto com o0s merozoitas, quando ocorre a ruptura da hemacia, continuaria a proteger o
plasmodio contra o efeito parasiticida do NO (Liu et al., 1998).

Embora os soros dos animais infectados com o P. berghei ndo tenham apresentado
hemolise em nenhum momento de coleta durante a evolucdo da doenca, o seqiiestro de NO
pela hemoglobina também pode ter ocorrido neste caso. Sobolewski et al. (2005) sugerem
que a concentracdo da Hb livre no plasma de camundongos infectados com o P. berghei pode
chegar a 100 pM no animal em estdgio terminal (moribundo), o que significa uma
concentragdo muitas vezes superior a concentracdo da Hb que circunda o parasito quando ele
estd no vacuolo parasitéforo.

Exceto pela discreta e breve elevacdo notada na infeccdo pelo P. c. chabaudi, ndo
observamos aumento dos niveis séricos do NO nos camundongos infectados, o que pode se
dever ao sequestro e/ou a outros processos. Esses resultados sugerem, a primeira vista, que
uma elevagdo dos niveis sistémicos de NO ndo seria evento essencial para desencadear a
regulacdo negativa das CYPs hepaticas. Existe, entretanto, a possibilidade de ter havido um
aumento local da concentracdo de 6xido nitrico no tecido hepatico. Para examinar a hipotese
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de que a maléria poderia aumentar os niveis hepaticos de NO, sem repercussdes sistémicas,
investigamos se haveria inducdo do mRNA da NOS2 (iNOS) neste 6rgdo em camundongos
infectados com P. berghei.

Como 0 mRNA da NOS2 estava induzido nos figados tanto dos DBA-2 quanto dos
C57BL/6 infectados com P. berghei, ndo foi possivel descartar a hipotese de que uma
elevacao dos niveis de NO naquele 6rgao tenha contribuido de alguma forma para a regulacao
negativa das atividades de CYPs hepaticos. Isto poderia ocorrer de diferentes maneiras. Por
exemplo, nitrosilando fatores nucleares de transcricdo, o0 NO poderia regular negativamente a
transcricdo dos genes das CYPs. O NO poderia também atuar diretamente sobre a enzima. As
hemeproteinas, como exemplificado por Sobolewski et al. (2005) para hemoglobina, sdo
capazes de sequestrar o NO com avidez. Como os citocromos P450 também s&o
hemeproteinas, é razoavel supor que o NO poderia ligar-se a por¢cdo heme da proteina ou
nitrosilar residuos de aminoacidos (e.g., cisteina) existentes em partes criticas da estrutura da
enzima, comprometendo a afinidade pelo substrato e, consequentemente, diminuindo a
atividade catalitica.

E importante destacar que a ligagio do NO ao grupo prostético heme parecer ser labil
e prontamente reversivel (Wink et al., 1993). Neste caso, esta inibicdo da enzima pode ocorrer
in vivo, e alterar a cinética de farmacos e outros xenobioticos, mas ndo seria evidenciada
quando o orgdo é removido e a atividade enzimatica ¢ determinada na fracdo microssomal.
Durante o preparo dos microssomos, a ligagéo ao grupo heme provavelmente seria desfeita. A
nitrosilacdo de residuos de aminoécidos na proteina, entretanto, poderia dar lugar a uma
inibicdo mais estavel e duradoura.

A avaliacdo do mRNA da NOS2 nos animais com malaria nédo letal pelo P. chabaudi

estd em andamento.

Mecanismos pelos quais a malaria poderia modular a atividade de CYP1A e 2B

Beigneux et al. (2002) observaram que a reacdo de fase aguda em camundongos
tratados com LPS resultava em depressdo do mRNA dos receptores CAR e PXR e de seu
parceiro RXR, 0 que ocorria quatro horas ap6s o tratamento com a endotoxina e perdurava
por pelo menos 16 horas. Essa diminuicdo da expresséo de receptores nucleares (CAR, PXR e
RXR) era acompanhada pela reducio dos niveis dos mRNAs de CYP2B10 e 3A no figado. E
interessante ressaltar que Akira e Kishimoto (1992), em revisdo dos estudos sobre o assunto,
haviam enfatizado que um sitio de ligacdo ao NF-kB esta presente nos genes de proteinas 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 reacdo de fase aguda sistémica em
modelos murinos de malaria eritrocitica. Esses autores infectaram camundongos NIH com o0s
plasmaédios P. chabaudi, P. vinckei (letal e ndo letal) e P. berghei (letal) e observaram que
houve uma producdo acentuada da proteina amildide P, a principal proteina de fase aguda de
camundongos, cujo nivel méximo foi alcancado no dia 10 pés-infecgéo.

Os nossos resultados mostraram que a atividade de CYP2B9/10 estava deprimida
desde o dia 8 pos-infec¢do, quando as parasitemias ainda eram inferiores a 20%. Na infecgéo
pelo P. chabaudi, verificamos que CYP2B9/10 (BROD) néo foi alterada no camundongo
DBA-2, mas no C57BL/6 a depressdo da atividade catalitica destas isoformas ocorreu de
forma pontual no dia 5 pds-infecgdo, coincidindo com o Unico momento em que houve uma
(discreta) elevacédo dos niveis de NO.

Considerando essas observagdes e 0s nossos resultados, é razoavel supor, ainda que de
forma especulativa, que: 1) uma interacdo entre proteinas de fase aguda e fatores de
transcricdo, como NF-kB, poderia levar a depressdo do mRNA de CAR e, consequentemente,
a uma inibicdo de CYP2B9/10 e também que 2) a nitrosilacdo pelo 0xido nitrico de um ou
mais fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo do receptor CAR poderia levar a
depressdo de CYP2B9/10 nas infeccOes letais e ndo letais.

Diante do que comentamos na Introducdo deste trabalho sobre a modulacdo de
CYP1A por estimulos inflamatorios, poderiamos especular que a inibicdo de CYP1A1/2
poderia se dar: 1) pela interagéo entre citocinas, fatores de transcrigéo e co-reguladores com o
receptor AhR, levando a supressdo da regido promotora de CYP1Al1l, como proposto nos
trabalhos de Ke (2001) e Tian (1999) e 2) pela nitrosilacdo de fatores de transcricdo pelo
oxido nitrico produzido pela NOS2 induzida e que teria escapado do sequestro pela

hemoglobina e anions superéxido.

Malaria e enzimas de fase 2 do metabolismo (GST e UGT)

As glutationa S transferases (GSTs) sdo enzimas da fase 2 do metabolismo de grande
relevancia toxicologica, com destaque na area da carcinogénese quimica. As GST
compreendem sete classes de enzimas em mamiferos, classificadas com base na similaridade
entre as sequéncias de aminoacidos da proteina em alpha, mu, pi, sigma, theta, dmega e zeta
(Hayes et al., 2005). Na fase 2 do metabolismo, as GSTs catalisam o ataque nucleofilico da
glutationa aos compostos apolares (xenobidticos ou metabdlitos da fase 1) que contém um
atomo eletrofilico de carbono, nitrogénio ou enxofre. Esse grupo de enzimas também esta
envolvido no metabolismo do anion superdxido, do peroxido de hidrogénio e do radical

hidroxila produzidos endogenamente como consequéncia da respiracdo aerdbica.
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Durante a resposta de defesa do organismo contra a invasao intracelular de parasitas,
os fagdcitos do hospedeiro produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio
(EROS), tais como NO, anions superoxido e radicais hidroxila. No caso da malaria, ndo s6 o
organismo do hospedeiro, mas também o parasito produz grandes quantidades de perdxido de
hidrogénio e anions superdxido no interior dos eritrocitos (Erel et al., 1997). Atamna e
Ginsburg (1993), por exemplo, demonstraram que as hemacias humanas infectadas com a
forma trofozoita do P. falciparum produziam duas vezes mais peroxido de hidrogénio e
radicais hidroxila do que as hemécias ndo parasitadas. Foi demonstrado também que o0s
fagocitos de pacientes com malaria aguda causada pelo P. falciparum produziam quantidades
muito elevadas de EROS (Descamps-Latscha et al., 1987).

No estresse oxidativo, em que ha um desequilibrio entre as acGes dos agentes
oxidantes e as defesas anti-oxidativas com vantagem para a a¢do pro-oxidativa, a resposta
defensiva do organismo ao ataque de substancias eletrofilicas € modulada por duas classes de
fatores de transcricdo, NF-kB e AP-1 (activator protein 1). O elemento ARE (antioxidant
responsive element) encontrado na regido promotora do gene da GST e da superoxido-
desmutase (SOD) € o mediador da inducéo dos genes anti-oxidantes especificos de mamiferos
(Scandalios, 2005). Embora Choi e Kim (1998) tenham evidenciado a depressao dos mRNASs
das isoformas hepéaticas GSTA2 e A3, e, em menor grau, das GSTM1 e M2 em ratos tratados
com LPS, esses autores descartam a participacdo do NF-kB na regulacdo da expressdo da
GST.

Neste estudo, ndo encontramos alteracbes das atividades das GST microssomal e
citosolica no figado 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 alteracOes de enzimas da fase 2 na maléria sdo escassos, mas Ahmad e Srivastava
(2007) encontraram resultados que divergem dos nossos em outro modelo murino de malaria.
Esses autores notaram que em camundongos DBA-2 e Swiss Webster infectados com P. yoelii
nigeriensis, havia depresséo da atividade da GST (citosolica e microssomal) no figado e baco.
Sohail et al. (2007) também encontraram uma depressdo da GST no soro e plasma de indianos
infectados com P. vivax. E possivel que as aparentes discrepancias entre este estudo e os de
Ahmad e Srivastava (2007) e Sohail et al. (2007) quanto aos efeitos da malaria sobre a
atividade das GSTs se devam as diferencas quanto a gravidade do quadro clinico (parasito),
quanto ao hospedeiro e quanto ao tecido em que a atividade foi determinada.

A glutationa, co-fator enddgeno da reacdo de conjugacdo mediada pela GST, é um
tripeptideo n&o protéico (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) abundante em quase todas as

celulas de mamiferos, que atua na defesa contra o ataque oxidativo por radicais livres,
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compostos eletrofilicos, xenobidticos e outros oxidantes. Na célula, a glutationa ocorre nas
formas livre e ligada a proteinas. 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 substancias oxidativas (e.g.,
EROs), como comentamos anteriormente e também por agentes alquilantes, citocinas, anti-
oxidantes fendlicos, agentes que conjugam GSH, radiacdes e quimioterdpicos, como apontado
por Rahman (2005). Segundo esse autor, a sintese da glutationa & modulada, indiretamente,
através do ARE e AP1, fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo da enzima (y-
glutamilcisteina sintetase ou glutamilcisteina ligase, GCL) que limita a taxa de sintese de
novo da GSH. O possivel envolvimento do fator de transcricdo NF-kB na modulacdo da
expressdo da subunidade catalitica da enzima GCL, e o do Nrf2, na indugdo do ARE dos
genes das enzimas de conjugacédo da fase 2 e da GCL em resposta a eletrofilos, também tem
sido discutido (Rahman, 2005). Para Pastore e colaboradores (2003), é possivel que
interacdes entre a GSH e 0 NF-kB tenham um papel na comunicagéo entre a GSH e o sistema
imune.

Erel et al. (1997) e Swarup-Mitra et al. (1982, apud Erel et al., 1997) observaram
diminuigdo das concentragBes da glutationa intra-eritrocitaria nos pacientes infectados com P.
vivax. Srivastava et al. (2001), por outro lado, encontraram aumento da GSH nos eritrécitos
de camundongos infectados com P. yoelii nigeriensis e nos eritrocitos de roedores do género
Mastomys infectados com P. berghei. Rahman, em seu artigo de 2005, comenta a
complexidade da regulagdo da glutationa citando varios exemplos neste sentido, como a
rapida deplegdo intra-celular de GSH pela exposicéo in vitro de células epiteliais alveolares
humanas ao TNF-a devido a oxidacdo da GSH para GSSG que é seguida de um aumento
rebote da GSH como uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo, consequente a ativacao da
AP-1. Um estudo com fibroblastos pulmonares de ratos expostos ao O0xido nitrico e seus
doadores mostrou uma queda transitoria da GSH, seguida pelo aumento da sintese, como
conseqliéncia da regulacdo positiva (up-regulation) da expressdo da GLC nessas células
(White et al., 1995).

Neste estudo, as concentracfes hepéticas de glutationa estavam deprimidas nas fémeas
C57BL/6 infectadas com o P. berghei, mas no caso da linhagem DBA-2, ndo houve diferenca

entre infectados e controles. E importante ressaltar que as duas linhagens examinadas diferem
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quanto aos niveis basais de glutationa no figado, sendo as concentra¢es da glutationa no
DBA-2 aproximadamente trés vezes os niveis encontrados na linhagem C57BL/6.

Os ensaios de atividade enzimatica das GSTs e a quantificacdo da glutationa hepatica
no nosso estudo foram realizados em estagio avancado da maléria, quando as taxas de
parasitemia excediam 40%. Em vista do que foi anteriormente discutido, se as analises
tivessem sido feitas em outros momentos durante a evolucdo da doenca, € possivel que os
resultados néo reproduzissem o que observamos nesta avaliagdo. O fato de termos encontrado
depressdo da glutationa reduzida nos camundongos C57BL/6, mas ndo nos DBA-2, pode
significar que, no momento da avaliagcdo, 0 estresse oxidativo havia depletado a forma
reduzida da glutationa na primeira linhagem, enquanto, na segunda linhagem, os niveis da
GSH ja teriam retornado ao normal. Para uma melhor compreensdo do estado redox da
glutationa na malaria murina pelo P. berghei, mais adequado seria o acompanhamento
temporal das taxas de GSH/GSSG hepaticas.

Né&o observamos também alteracdo da atividade de outra enzima da fase 2 presente na
fracdo microsssomal hepatica, a UGT. As UGTSs sdo encontradas sobretudo no figado, onde
catalisam a conjugacéo ao acido glicurdnico de metabdlitos de xenobidticos e de substancias
enddgenas, como a bilirrubina, os hormonios esteroidais € o horménio da tiredide. O
hexobarbital, a morfina, o diclofenaco e o acido valpréico sdo alguns dos indmeros
xenobi6ticos cujos metabdlitos (ou eventualmente a molécula ndo transformada) s&o
conjugados pela UGT para eliminacdo do organismo pela bile ou urina. A UGT também pode
ser regulada pela inflamacgdo. Neste sentido, Barbier e colaboradores demonstraram que a
UGT ¢ regulada por fatores que estdo alterados na inflamagéo, como RXR, PPARa ¢ HNF4
(Barbier et al., 2003,, 2003, 2005 apud Aitken et al., 2006). Consistente com o que Barbier e
colaboradores relataram, Congiu et al. (2002) observaram que, em seres humanos, os niveis
do mRNA da UGT hepética estdo deprimidos durante a inflamacdo do tecido, mas
permanecem inalterados na doenga cronica ndo inflamatéria. Richardson et al. (2006)
também relataram a depressdo do mRNA das isoformas UGT1Al, 1A9 e 2B5, mas ndo
observaram alteracdo de outras isoformas da UGT no figado de ratos tratados com LPS ou
inoculados com Citrobacter rodentium, o que sugere que a inflamacdo/infeccdo deprime
especificamente a expressao de algumas isoformas. Neste estudo, ndo observamos alteracédo
da UGT nas linhagens estudadas, DBA-2 e C57BL/6, no quadro grave causado pela infeccédo
com o P. berghei. Murdoch (1992) relatou ocorrer uma depressdao da UGT em figado isolado
(ex vivo) de ratos infectados com P. berghei. Segundo os autores, este efeito da malaria sobre
a UGT pode ter sido devido a menor disponibilidade da UDPGA que, por sua vez, depende da
disponibilidade de glicogénio, que estaria diminuida na malaria.
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Neste estudo, a atividade da UGT foi determinada na fragdo microssomal (in vitro) e,
nesse caso, o0 co-fator UDPGA (extrinseco) foi acrescentado para possibilitar a reacdo. Assim,
se a menor atividade da UGT observada por Murdoch foi devido unicamente a menor
disponibilidade do co-fator, o resultado obtido por esses autores ndo seria reproduzido no
nosso ensaio. Ismail et al. (1992) também descreveram uma depressdao da reacdo de
glicuronidacéo 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 o0s niveis de
conjugados na urina e, portanto, a depressdo da conjugacao por eles descrita também pode ter
sido devida a menor disponibilidade de UDPGA, o que ndo influencia a velocidade da reagdo
quando esta é medida, tal como fizemos, na fragdo microssomal in vitro. Além disso, no
presente estudo, os microssomos hepaticos em que analisamos a atividade da UGT foram

obtidos de camundongos com parasitemias mais elevadas (i.e., superiores a 30%).

Inducéo de CYP2EL e 2A5 na maléria

O citocromo P4502E1 (CYP2EL) é uma isoforma CYP expressa constitutivamente e
também induzivel, que tem como substratos preferenciais substancias de baixo peso
molecular. O CYP2E1 € induzido pelo etanol, acetona, piridina e isoniazida (Novak e
Woodcroft, 2000). Condicoes fisiologicas, como 0 nascimento e o jejum, e patologicas, como
a obesidade e a diabetes, também estdo associadas a indugdo de CYP2E1 (Chien et al., 1997).
A homologia entre as espécies é alta, o que resulta em uma designagédo Unica CYP2EL para as
isoformas no rato, no camundongo e em seres humanos (Lewis, 1996). A expressao de
CYP2E1 é regulada em nivel transcricional, mas o aumento dos niveis da proteina pode
ocorrer também na auséncia de alteracdo concomitante das concentracbes do mRNA, através
de mecanismos pés-transcricionais. Tanto a maior eficiéncia traducional, por estabilizacdo do
mMRNA, quanto a degradacdo mais lenta, ou estabilizacdo da proteina tem sido apontados
como mecanismos envolvidos na regulacdo da expressdo da proteina CYP2EL1 (Novak e
Woodcroft, 2000).

Neste estudo, empregamos a hidroxilagdo do p-nitrofenol (PNPH) como marcador da
atividade de CYP2E1 no figado. Entretanto, como salientamos na Introducdo deste trabalho, a
especificidade da reacdo de PNPH como marcadora da atividade de CYP2E1 sustentada por
alguns autores tem sido posta em davida por outros. Este questionamento baseia-se,
principalmente, no relato de que o CYP2A6 humano e 0 CYP2A5 murino também poderiam
catalisar a reacdo de PNPH. A expressdo 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 infeccdo com P. berghei nos dois casos. Portanto, é possivel que a
maior atividade de PNPH nos camundongos infectados reflita, pelo menos em parte, a maior
atividade de CYP2A5 e ndo de CYP2EL. Esta interpretacdo é sugerida pelo fato de Carvalho
(2008) ter encontrado uma diminuigcdo da atividade de PNPH e dos niveis de mRNA de
CYP2E1 no figado de camundongos Swiss Webster machos infectados com P. berghei. Os
Swiss Webster, como verificamos em estudo anterior do laboratorio (Conte et al., 2007), tem
atividades constitutivas de CYP2A5 (COH) muito baixas e, aparentemente, ndo expressam
esta isoforma. Assim, o PNPH poderia ser um marcador relativamente especifico de CYP2E1
no figado dos camundongos Swiss Webster, mas ndo no caso dos C57BL/6 e DBA-2.

A CYP2A5 do camundongo, ortéloga da CYP2A3 do rato e da CYP2A6 de seres
humanos, é expressa no figado e em outros tecidos, inclusive na mucosa oral, no eséfago, nos
rins, no pulméo, no cérebro e no intestino delgado. A expressdo hepéatica de CYP2A4 e
CYP2A5 em camundongos exibe um ritmo circadiano, sendo a expressao maior no periodo
noturno (Lavery et al., 1999). A CYP2A5 no figado de camundongos pode ser induzida por
substancias quimicas estruturalmente diversas, e entre as quais se destacam as hepatotoxinas
pirazol e tetracloreto de carbono, os ions metalicos como cobalto, cério e indio, os agentes
porfirinogénicos, 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
inducdo de CYP2A5 em doencas infecciosas, como nas hepatites de origem viral, bacteriana e
parasitaria, na infeccdo com Citrobacter rodentium, na fascioliase e na opistorquiase também
foi demonstrada (Satarug et al., 1996; Montero et al., 1999; Richardson et al., 2006). No
figado de camundongos, a inducdo de CYP2A4/5 pelo TCPOBOP parece indicar que o
receptor CAR exerce um papel de destaque na regulacdo desses genes, embora 0s receptores
PXR e PPARa também possam estar envolvidos, como foi evidenciado com o ligante de
PXR, pregnenolona carbonitrila (PCN), e com o ligante do PPARa, 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 estd envolvido na regulagdo do CYP2A5 nos
camundongos DBA-2N e C57BL/6. A multiplicidade de receptores e fatores nucleares
aparentemente envolvidos na regulagdo da transcricdo de CYP2A5 ilustra bem a
complexidade da regulacéo dessa isoforma.

A inducdo de CYP2A5 que notamos nos camundongos DBA-2 e C57BL/6 infectados
com P. berghei ANKA ¢ consistente com a hipétese levantada por Gilmore e colaboradores
(Gilmore et al., 2003; Gilmore e Kirby, 2004) de que a inducdo desta isoforma esta associada
ao dano hepatico. 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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0 mRNA, a proteina, e a atividade (COH, cumarina-hidroxilase) de CYP2A5. Embora 24
horas ap6s os dois tratamentos os niveis da proteina de fase aguda amildide P estivessem
aumentados, o efeito sobre os niveis de mRNA, proteina e atividade (COH) foram opostos:
enguanto o LPS deprimiu, o pirazol induziu CYP2A5. Ambos os tratamentos aumentaram 0s
niveis séricos da ALT, mas este efeito, que traduz dano hepatico, foi muito mais acentuado
com o pirazol. A superexpressdo da proteina grp78 - chaperona ligada ao reticulo
endoplasmético (RE) que é induzida pelo estresse oxidativo na organela - apos o tratamento
com o pirazol, reforcou a hipdtese dos autores de que a inducéo de CYP2ADS5 estava associada
a lesdo hepatocelular, o que foi confirmado também pelo exame histopatoldgico. Esta
hipdtese foi adicionalmente sustentada pelo fato do pré-tratamento dos animais com vitamina
E (anti-oxidante) ter atenuado a inducdo, e pelo fato do pré-tratamento com a butionina
sulfoximina (BSO, pré-oxidante que depletava a glutationa reduzida) ter induzido os niveis do
MRNA de CYP2A5. O estresse oxidativo do RE como alteracdo subjacente & indugdo de
CYP2AS5 in vitro e in vivo foi o foco de um estudo subsequiente de Gilmore e Kirby (2004).
Para verificar se havia um elo entre a inducdo de CYP2A5 e o estresse do RE, os autores
provocaram o estresse de diferentes maneiras: inibindo a Ca* ATPase e a N-glicosilacéo,
usando um iondéforo de célcio, e empregando um agente redutor, o trans-4,5-dihidroxi-1,2-
ditiano (DTTo). Os autores constataram que apenas este ultimo (DTT.) foi capaz de induzir
os niveis de mMRNA de CYP2A5 nos hepatocitos dos camundongos. Com isto, Gilmore e
Kirby (2004) demonstraram que a regulacdo positiva do CYP2A5 nédo estava associada a
qualquer tipo de estresse do RE, mas a uma alteracdo do estado redox do RE, que poderia ser
redutivo ou oxidativo. Como o pirazol induziu proteinas carboniladas e a GST, e os anti-
oxidantes vitamina E e N-acetilcisteina reverteram o estresse oxidativo provocado por esta
substancia hepatotoxica, foi esclarecida a relagdo entre o pirazol e o dano oxidativo ao tecido.

Na maléria causada pelo P. berghei nos camundongos DBA-2, constatamos a inducao
da atividade de CYP2A5 no figado e a elevacdo das concentracGes das transaminases ALT e
AST no soro, 0 que é consistente com a associagdo, sugerida por Gilmore e colaboradores
(Gilmore et al. 2003, Gilmore e Kirby, 2004), entre a inducdo da CYP2AS5 e a producéo de
extensa lesdo hepéatica. N&o detectamos, no entanto, aumento de GST, que segundo Gilmore
et al. (2003), seria um indicativo do estresse oxidativo, mas evidenciamos inibicdo da
glutationa reduzida na linhagem C57BL/6. Vale lembrar que na maléria murina ndo letal (P.
c. chabaudi), a inducdo de CYP2A5 nos camundongos DBA-2 ocorreu no dia 5 pés-infecgéo,
exatamente no pico da parasitemia, e proximo ao Unico dia em que houve um discreto
aumento do NO sérico, 0 que aconteceu no dia 6 pos-infecgdo. Nado é possivel saber,

entretanto, se este aumento de NO, ou outras alteracbes coincidentes com ele, estdo
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associadas a inducdo da CYP2A5. Nao h& relatos na literatura de inducdo de CYP
conseqiente a maior producédo de NO.

E razoéavel supor que o mecanismo subjacente a indugio de CYP2AS5 na infecco letal
e na infeccdo ndo letal dos camundongos DBA-2 seja, essencialmente, o0 mesmo. Neste
sentido, € interessante mencionar 0 mecanismo proposto para indugdo de CYP2A5 em
camundongos DBA-2 intoxicados agudamente com o cadmio. Alexidis et al. (1994)
demonstraram que metais ou agentes que interferem com o equilibrio 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 cadmio induzia acentuadamente os niveis do mMRNA e da proteina e a atividade de
CYP2A5 (COH). O aumento dos niveis do mRNA, da proteina 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 inducio de CYP2AS5. E interessante notar que: 1) a
bilirrubina (BR) formada em decorréncia do aumento da atividade da HO-1 era um substrato
com alta afinidade para a CYP2A5, com K, situado na mesma faixa de grandeza do K,
obtido para a cumarina, substrato preferencial da CYP2A5; 2) a BR causava uma inibigéo
dose-dependente da atividade da COH em microssomos induzidos e 3) o anticorpo anti-
CYP2A5 e a cumarina causavam uma inibicdo dose-dependente da degradacdo microssomal
da BR (até aproximadamente 90%). Anteriormente, Abu-Bakar et al. (2004) haviam sugerido
que a inducdo de CYP2A5 pelo cadmio envolvia o fator de transcricdo Nrf2, regulador dos
mecanismos de defesa celulares contra o estresse oxidativo.

Assim, foi sugerido que a inducdo da HO-1 pelo cadmio seria parte da defesa celular
contra o estresse oxidativo, porque a producdo de EROS foi acompanhada por rapida
depressdo de enzimas anti-oxidantes (superoxido desmutase — SOD - catalase e glutationa
peroxidase - GSH-Px) e a reacdo catalisada pela HO-1 aumentou as concentragdes tissulares
dos pigmentos biliares anti-oxidantes ativos (Ossola e Tomaro, 1995; Stocker, 1990). No
caso da intoxicacdo pelo cadmio, o mecanismo para a inducdo de CYP2A5 poderia ser
explicado pela producéo de EROs, o que ativaria fatores de transcri¢do associados a regulacdo
transcricional do gene hmox-1, como o Nrf2, e induziria a HO-1, aumentando a degradagéo do
heme. A consequéncia deste catabolismo acelerado do heme seria a diminuicdo da
concentracgdo celular do heme, o que levaria a uma reducéo da atividade da maioria das CYPs
(hemeproteinas). Abu-Bakkar et al. (2005) levantaram a hipotese de que, na intoxicacdo pelo
cadmio, o heme livre seria incorporado a apoproteina CYP2A5 (mas ndo a 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 manutencéo do
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equilibrio entre a producdo e a eliminacdo da BR, o que contribuiria para manter a integridade
celular em condigdes de estresse oxidativo. Esta seria a primeira hipotese que atribui um papel
fisioldgico a CYP2AS. E interessante lembrar que a inducdo de CYP2A5 em outras situagoes
também havia sido associada ao estresse oxidativo, como no caso da opistorquiase e do
tratamento com pirazol (Kirby et al., 1994; Gilmore et al., 2004).

Nas infeccOes murinas pelos plasmodios P. berghei ANKA e P. c. chabaudi, o heme
livre provavelmente estd aumentado em virtude da ruptura dos eritrécitos e, portanto, a
inducdo de CYP2A5 e a depressdo de CYP1A e 2B que observamos poderiam, de certa
forma, se ajustar ao esquema proposto por Abu-Bakkar et al. (2005) para a intoxicacgdo pelo
cadmio. Assim, a inducdo de CYP2AJ5 resultaria do estresse oxidativo a que estaria submetido
0 tecido hepatico na malaria, e nessas condigdes, seria um mecanismo voltado para o
restabelecimento da homeostase celular.

A ocorréncia de estresse oxidativo no figado, nas condi¢cbes em que verificamos a
inducdo 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 presenca de
estresse oxidativo (e.g., substancias reativas ao acido tiobarbitarico, TBARS), bem como a
determinacéo da atividade da heme-oxigenase, estdo em andamento no nosso laboratorio.

Digno de nota neste contexto € o argumento de Ryter e Tyrrell (2000) de que a
inducdo da HO é uma resposta celular ubiqua ao estresse oxidativo, e que as consequéncias
desta inducdo poderiam ser tanto pré-oxidativas quanto anti-oxidativas, dependendo do
potencial redox celular e do destino metabolico do ferro liberado pela degradagédo do heme.

Como sugerido por alguns autores, e apontado anteriormente nesta discusséo, a
isoforma CYP2A5 parece ter regulacdo ao mesmo tempo complexa e singular, que difere
daquela da maioria das outras CYPs. Os dados que foram apresentados neste trabalho sobre as
alteracOes de atividade da CYP2A5 (COH) no figado de camundongos DBA-2 tratados com
endotoxina (LPS) ilustram bem este fato. O LPS causou uma clara depressdo da atividade de
CYP2A5 em doses muito baixas (50 pg/kg a 2 mg/kg), muito inferiores as doses que
elevaram o nivel do NO sérico e que diminuiram a atividade de outras isoformas (e.g.,
CYP1A e 2B). Esta depressdo de CYP2AS5, entretanto, foi revertida a 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”. E possivel que
viessemos a nos deparar com uma inducdo da atividade de CYP2A5 (COH), em relacéo aos
controles ndo-tratados, se tivéssemos elevado mais a dose do LPS (i.e., alcancado as doses
que desencadeiam um quadro tipico de choque septico). Se isso ocorresse, entdo a curva dose-

efeito assumiria a forma de um ”J”. Esse comportamento sugere que o mesmo estimulo pro-
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inflamatdrio (LPS) poderia, dependendo da dose, deprimir ou induzir CYP2A5, sendo esta
isoforma extremamente sensivel a resposta depressora. Em outras palavras, numa escala
crescente de intensidade do estimulo inflamatério, a CYP2A5 seria deprimida quando as
outras isoformas ainda ndo sdo afetadas e voltaria a atividade basal ou estaria induzida,
quando as demais isoformas sdo deprimidas. No momento, é dificil explicar os mecanismos
subjacentes a esta transicdo na regulacdo da enzima. Outro fato surpreendente, e ainda sem
explicacéo, foi a resposta de CYP2A5 (COH) ao tratamento combinado de uma dose alta de
LPS (que ndo deprimiu a enzima) mais um inibidor da NOS2 (aminoguanidina). Nessas
circunstancias, como descrito nos resultados, houve uma clara inducdo da atividade de
CYP2A5. A resposta da CYP2AS ao tratamento com LPS, ao longo de um amplo intervalo de
doses, merece ser mais estudada e pode ser uma abordagem util para esclarecer a forma como
essa isoforma singular é regulada na inflamacdo. Os dados existentes na literatura sobre os
efeitos do LPS na expresséo e atividade de CYP2AS5 referem-se, na maioria dos casos, a doses

pontuais, em geral altas, e deram origem a interpretac6es divergentes.
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6 - CONCLUSAOQ

Em linhas gerais, confirmamos neste trabalho as evidéncias da literatura sugestivas de
que a malaria deprime a atividade de isoformas citocromo P450 hepaticas e, além disso,
mostramos que na infeccdo murina ha inducdo de uma enzima em particular, a CYP2AD5,
ortéloga da 2A6 humana. A contribuicdo original deste estudo se estende também a
observacao que enzimas de conjugacéo (fase 2 do metabolismo de xenobioticos) presentes nas
membranas do reticulo endoplasmatico (UGT e GST microssomais) ou livres no citosol
(GST), nédo sdo afetadas de forma evidente pela malaria. Este trabalho acrescenta ainda ao que
havia sido até agora descrito, a demonstracdo de que a modulacdo da atividade de CYPs
hepaticas ocorre ndo apenas em quadros terminais da malaria murina grave e letal, mas
também durante o curso da infec¢do nédo letal, nos momentos de parasitemia mais elevada.
Contribuicao adicional deste estudo é a comprovacédo de que as alteracbes do metabolismo de
xenobioticos causadas pela malaria podem levar a alteragdes do efeito de substéncias
genotoxicas in vivo. A investigagdo do possivel papel do dxido nitrico como mediador das
alteracdes de atividade e expressdo de CYP, ndo permitiu descartar essa hipdtese mas, por
outro lado, mostrou que ha clara inducdo (MRNA) da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(NOS2 ou iNOS) no figado e no bago dos camundongos infectados com P. berghei, a despeito
do fato dos niveis séricos de NO permanecerem inalterados. Por Gltimo, evidenciamos, em
uma série paralela de experimentos, com o emprego de um estimulo pré-inflamatério, o LPS
de E. coli, que a atividade de CYP2A5 é regulada negativamente por doses extremamente
baixas da endotoxina e que, a medida que as doses aumentam, hd uma reversdo do efeito
depressor notado nas doses baixas, revelando que a relacdo dose-resposta nesse caso € ndo
monotoénica e do tipo “U” ou “J”.

As principais conclusdes alcangadas neste trabalho podem ser pontualmente
destacadas como se segue.

1- Na malaria grave causada pelo P. berghei ANKA, ha uma depresséo da atividade

(EROD) e expresséo (proteina) de isoformas da subfamilia CYP1A e da atividade
(BROD) de CYP2B no figado de camundongos C57BL/6 e DBA-2 fémeas.

2- Contrastando com a depressdo das CYP1A e 2B, ha inducdo da CYP2A5 na
maldaria grave causada pelo P. berghei em camundongos C57BL/6 e DBA-2. Na
linhagem DBA-2, constatamos que a inducdo de CYP2A5 ocorre
concomitantemente com a elevacgdo dos niveis de transaminases (ALT e AST) no
soro, 0 que é consistente com a hipdtese de que a indugdo da isoforma esta

associada ao dano hepatico.
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3-

Na infec¢do malarica letal (P. berghei) ndo houve alteracéo evidente da atividade
das enzimas de conjugacdo (fase 2 do metabolismo) microssomais (UGT e GST) e
citosolicas (GST) analisadas no figado dos camundongos (C57BL/6 e DBA-2).

A infeccdo letal com o P. berghei, entretanto, diminuiu os niveis hepaticos de
glutationa reduzida (GSH) no camundongo C57BL/6, 0 que sugere uma

exacerbacdo do estresse oxidativo nessa fase da maléria.

Na malaria grave causada pelo P. berghei em camundongos C57BL/6, houve uma
modificacdo do efeito genotoxico de substancias quimicas, com a atenuacdo do
efeito de clastdgenos que necessitam de ativacdo metabolica, como a
ciclofosfamida (CPA, CYP2B e 3A) e o 7,12-dimetildibenzo[a]antraceno (DMBA,
CYP1A), e a intensificagdo do efeito de clastdgenos de acdo direta (EMS,
etilmetanosulfonato). As alteracfes do metabolismo de xenobidticos causadas pela
maldria, portanto, resultaram em modificacdo da susceptibilidade do hospedeiro

aos efeitos genotoxicos de substancias quimicas.

As alteracdes da atividade de isoformas CYP ocorreram ndo apenas no estagio
terminal da maléria murina letal, mas também durante a infeccdo de evolucdo ndo
letal, particularmente nos momentos em que a parasitemia € mais elevada. Na
infeccdo nédo letal com o P. c. chabaudi, observamos uma depressdo da atividade
catalitica de CYP1A e 2B (C57BL/6) e uma inducdo de CYP2A5 (DBA-2) no dia

(ou em torno do dia) em que a taxa de parasitemia € maxima.

A reversdo das alteracOes de atividade de CYP, ao longo da evolucdo da infeccéo
ndo letal (P. c. chabaudi), enquanto ainda persistiam o aumento de peso e o
aspecto mais escuro do figado, sugerem que a modificacdo das enzimas ndo se

deveu ao acumulo de hemozoina no 6rgéo.

N&o houve elevagdo dos niveis de Oxido nitrico no soro sanguineo de
camundongos C57BL/6 e DBA-2 ao longo da evolugdo da infecgdo com P.
berghei. Na infeccdo com P. c. chabaudi, entretanto, houve discreto aumento

(menor que 2 vezes) do nivel sérico do NO apenas no dia da parasitemia maxima.

A malaria causada pelo P. berghei ANKA aumentou os niveis de mMRNA (RT-PCR
quantitativo) da enzima éxido nitrico sintase induzivel (NOS2) no figado e no bago
de camundongos C57BL/6 e DBA-2. A infeccdo, por outro lado, ndo induziu a

NOS2 no cérebro desses camundongos. A indugdo da NOS2 no figado ndo permite
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descartar a hipdtese de que a elevacdo do NO desempenha um papel na regulagdo
negativa de CYP observada na malaria, tal como sugerido por outros autores para a
depressdo de CYP em resposta a estimulos pro-inflamatérios de origem bacteriana
(e.g., LPS).

10- A depressao da atividade de CYP2B (BROD) causada pelo LPS foi revertida por
uma dose de aminoguanidina (inibidor da NOS2) que foi suficiente para bloquear a
elevacdo dos niveis séricos de NO, mas que per se ndo alterou a atividade da
isoforma CYP no figado dos camundongos DBA-2. Esse resultado é consistente
com evidéncias apresentadas por outros autores sugerindo que o NO desempenha
um papel na depressdo da atividade de CYP2B produzida por estimulos

inflamatorios (e.g., LPS).

11- A atividade catalitica da CYP2A5 hepatica 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 nédo
ocorreu depressdo de outras isoformas nem elevacdo do NO) foi revertido em
doses mais elevadas, caracterizando uma relagdo dose-resposta ndo monoténica do

tipo “U” ou “J”.

12- A complexidade da regulagdo de CYP2A5 por estimulos inflamatorios 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 ndo 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 investigacédo

que iniciamos com este trabalho séo as seguintes:

1. Aprofundar a investigacdo dirigida ao esclarecimento dos mecanismos
envolvidos na modulacdo da expressao e atividade de isoformas CYP hepaticas nos modelos
murinos de malaria que empregamos neste trabalho. A nossa intencéo é passar a acompanhar
a regulagdo das diferentes isoformas quantificando o0 mRNA (por RT-PCR quantitativo) no
tecido. Essa abordagem parece ter algumas vantagens em relacdo a medida da atividade
catalitica para estudar a modulacdo das CYPs na malaria. As modificacBes fisiopataldgicas,
incluindo as alteracdes de producéo de citocinas, parecem ocorrer de forma rapida durante a
evolucdo da infeccdo (ciclo eritrocitico) para a morte, para um quadro de comprometimento
neurologico (maléria cerebral) ou para a resolucdo (infeccbes ndo letais). Nessas
circunstancias, se a regulacdo ocorre principalmente ao nivel génico, a quantificacdo do
MRNA deve permitir um controle mais fino e sensivel das alteracGes desencadeadas pela
doenca. A atividade das isoformas talvez traduza melhor o que pode ocorrer em termos de
consequéncias para o individuo (modificacBes farmacocinéticas e de toxicidade), mas € um
indicador mais tardio do que ocorre ao nivel da transcri¢do, ja que o reflexo em termos de
alteracdo da atividade depende, por exemplo, da renovacdo (turnover) da proteina. Neste
caminho, pretendemos ainda investigar de que forma a modulacéo de CYP é influenciada pela
expressao de citocinas (pro- e anti-inflamatorias) que nos parecem ser — de alguma forma —

importantes atores nesse processo.

2. Investigar — atraves dos niveis de mMRNA — se a modulagdo descrita no
figado ocorre também em outros tecidos (extra-hepaticos), com destaque para o cerebro, bago,
rins e pulmdes. Aqui também o emprego da metodologia do RT-PCR quantitativo parece ser
fundamental, porque a medida da atividade sO é viavel em tecidos em que é abundante a

expressdo da isoforma examinada.

3. Estudar o papel do heme livre, de moléculas produzidas pelo parasita e do
estresse oxidativo na regulacdo das CYP hepéticas, com énfase na regulagdo da CYP2AD5,
ortéloga da CYP2A6 humana. Como discutimos ao longo deste trabalho, a CYP2A5 parece
participar do catabolismo da bilirrubina e ter um papel nos processos fisioldgicos voltados
para a manutencdo da homeostase celular. Para investigar como esses fatores afetam a
regulacdo de CYP2AG5 e de outras isoformas, pretendemos utilizar sistemas celulares in vitro
(e.g., culturas de hepatocitos) e, nesses sistemas, quantificar a expressao (niveis do mMRNA) de

isoformas, receptores e fatores nucleares de transcri¢do. Substancias que interferem (e.g.,

133



inibidores) com a expressao dos diferentes receptores e fatores de transcricdo seriam também

utilizados nesses sistemas in vitro.

4. Esclarecer como se da a regulacdo negativa da atividade catalitica de
CYP2AS5 por doses baixas de LPS. Pretendemos também verificar se, como supomos, ha uma
regulacdo positiva desta isoforma em doses mais elevadas de LPS e no choque séptico. Se isto
de fato ocorre, fica claro que ha uma transicdo da regulacdo negativa para a positiva
dependendo da intensidade do estimulo inflamatério. Neste caso, pretendemos investigar que

eventos sdo determinantes desta transicdo de uma para outra resposta.

5. Verificar se ha inducdo (MRNA, RT-PCR quantitativo) da NOS2 no figado,
baco e cérebro de camundongos em diferentes momentos (além do que avaliamos neste
trabalho) da evolucdo da maléria murina letal (P. berghei) e ndo letal (P. c. chabaudi).
Pretendemos, complementarmente, determinar a atividade da NOS2 no cérebro e bago, ja que
ha dificuldades técnicas para fazé-lo no figado.
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ANEXO 1
CITOCROMOS P450

As enzimas citocromo P450 (CYP) sdo proteinas que contém um grupo prostético
heme. Os CYP sdo particularmente abundantes na fracdo microssomal hepética, mas séo
encontradas em, virtualmente, todos os outros tecidos, incluindo os pulmdes, o coragédo, o
cerebro, as supra-renais, a pele e a placenta. Entre as enzimas da fase 1 do metabolismo, os
CYP se destacam pela extraordinaria versatilidade catalitica, desempenhando importante
papel tanto na eliminacdo (desintoxicacdo) de inumeros xenobidticos lipofilicos, como na
conversao destes em metabdlitos ativos, do ponto de vista farmacoldgico ou toxicoldgico.
Neste cenério, os CYP sdo enzimas versateis e até certo ponto redundantes, i.e., ndo s6 uma
mesma isoforma CYP aceita uma ampla gama de substratos estruturalmente diferentes, como,
por outro lado, a conversdo de uma molécula em determinado produto pode ser catalisada por
diversas isoformas. Além de catalisarem a biotransformacdo de xenobidticos, os CYP
também participam da biossintese e degradacdo de substratos endogenos, como esterdides,
colesterol e eicosanoides, como prostaciclinas e tromboxano A2.

Os citocromos P450 foram assim denominados por Omura e Sato (1964). O ferro
do grupo heme do CYP esta habitualmente no estado férrico (Fe®") e, quando reduzido ao
estado ferroso (Fe?*), é capaz de ligar tanto 0o O, quanto o CO. Omura e Sato (1964)
observaram que, quando o ferro do grupo heme € reduzido pelo ditionito de sodio, e se liga ao
CO, apresenta um pico méximo de absor¢do da luz a 450 nm, derivando desta propriedade, a
denominacdo de citocromo P450 (todas as outras hemeproteinas quando ligadas ao CO
exibem absor¢do maxima da luz a aproximadamente 420 nm). A absor¢do méxima a 450 nm
resulta da ligacdo do ferro da porcdo heme da proteina ao anion tiolato (S-) - 5° ligante -
presente na cisteina (tiolato-cisteina) conservada no centro ativo da apoproteina. Os outros
quatro locais de ligacdo ao ferro correspondem a 4tomos de nitrogénio presentes no grupo
heme. Em procariotos, os CYPs estéo livres, mas nas céelulas eucaridticas eles estdo ligados a
membrana do reticulo endoplasmatico ou nas mitocondrias. Com a homogeneizagéo do tecido
e 0 consequente rompimento da estrutura celular, as membranas do reticulo endoplasmatico
contendo os CYP formam micro-esferas ou vesiculas, chamadas microssomos, que ficam em
suspensdo no homogeneizado tissular. Portanto, esta fracdo subcelular que contém as
enzimas CYP é denominada fracdo microssomal.

Os CYP catalisam reacdes de oxidacdo, reducéo e hidrolise e sdo também chamadas
de oxidases de funcdo mista, porque durante a catélise, incorporam um &tomo de oxigénio
molecular ao substrato e outro a 4gua. A fonte de elétrons necessaria para a funcéo catalitica é

uma enzima microssomal associada ao CYP, a NADPH citocromo P450 redutase.
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A superfamilia de proteinas CYP é agrupada em familias, que relnem as isoformas
que tém similaridade maior que 40% na seqiiéncia de aminoécidos. As isoformas com
similaridade que excede 55%, por sua vez, constituem uma subfamilia. As familias sdo
identificadas por um nimero arabico (CYP 1, 2, 3..), e as subfamilias por uma letra maiuscula
apOs o numero indicativo da familia génica (CYP1A, 1B, 2A, 2B, 2E, 2C, 3A...). As
isoformas individuais, portanto, séo identificadas por um numero arabico, seguido por uma
letra maidscula (subfamilia) e um outro nimero arébico, e.g., CYP1AL é a isoforma 1 da

subfamilia 1A, CYP1AZ2, a isoforma 2 da subfamilia 1A, e assim por diante.

A esquerda: Isoformas CYP e NADPH redutase na membrana do reticulo

endoplasmatico. A direita: grupo heme e apoproteina citocromo P450.

Fontes sugeridas para consulta:
loannides 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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Tabela 4.1 — Evolugdo temporal das taxas de parasitemia (médiatEPM)
de camundongos DBA-2 (fémeas adultas) infectados com P. berghei
(10°HP/animal i.p.).

DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais.

DI Taxa de Parasitemia(%o 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 figado e baco (médiatEPM) de camundongos
DBA-2 (fémeas adultas) infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.).

DI = dias pds-infec¢do; N= nlimero de animais

DI Figado (g) Baco (9) 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 - Evolugdo temporal das concentragbes de nitrito

(médiaxtEPM) no soro de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)
infectadas com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratadas com LPS (5

mg/kg i.p.) seis horas antes da determinacao.
DI = dias pos-infeccdo N= nimero de animais

DI Nitrito (uM) N
0 35,3742,76
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 39,3145,56 14
LPS 147,26+15,29 9
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Tabela 4.4 — Evolucédo temporal da atividade de EROD (médiatEPM) em
microssomos hepaticos de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)
infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratados com LPS (5

mg/kg i.p.) seis horas antes da determinacao.
DI = dias pés-infec¢do; N= nimero de animais.

EROD

DI (pmoles resorufina/mg ptn/min) N
94,73+40,98 15

4 115+41,04 10
79,21+24,11 10

12 93,81+26,74 9
16 72,21422,67 11
20 64,56+12,84 14
LPS 58,28+25,04 12

Tabela 4.5 — Evolucdo temporal da atividade de BROD (médiatEPM) em
microssomos hepéaticos de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)
infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratados com LPS (5

mg/kg i.p.) seis horas antes da determinagéo.
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais.

BROD

DI (pmoles resorufina/mg ptn/min) N
74,62+21,17 14
4 60,4+17,59 10
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 — Evolugdo temporal da atividade de COH (médiatEPM) em
microssomos hepéaticos de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)
infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratados com LPS (5

mg/kg i.p.) seis horas antes da determinacéo.
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais.

COH

DI (pmoles umbeliferona/mg ptn/min) N
193,86+27,01 13

4 170,48+16,92 9
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 — Evolugdo temporal das taxas de parasitemia (méediatEPM)
de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas) infectados com P. berghei
(10°HP/animal i.p.).

DI = dias pos-infec¢do; N= nlimero de animais.

Dl Taxa de Parasitemia (%0HP) N
2 9,25+1,0 7
4 5,5+0,47 7
6 9,38+2,56 7
8 14,1141,27 7
10 13,92+6,4 3

Tabela 4.8 — Pesos do figado e baco (médiatEPM) de camundongos
C57BL/6 (fémeas adultas) infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.).

DI = dias pds-infec¢do; N= nlimero de animais

DI Figado (g) Baco (9) 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 1,0040,04 0,13+0,005 7
8 1,15+0,04 0,170,007 7

10 1,05+0,07 0,14+0,03 3

166



Tabela 4.9 - Evolucdo temporal das concentragdes de nitrito
(médiaxtEPM) no soro de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)
infectadas com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratadas com LPS (5

mg/kg i.p.) seis horas antes da determinagéo.
DI = dias pos-infec¢cdo N= nimero de animais

DI Nitrito (uM) 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 — Evolugdo temporal da atividade de EROD (médiatEPM)
em microssomos hepaticos de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)
infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratados com LPS (5

mg/kg i.p.) seis horas antes da determinagéo.
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais.

EROD
DI (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 — Evolucdo temporal da atividade de BROD (médiatEPM)
em microssomos hepéticos de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)
infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratados com LPS (5

mg/kg i.p.) seis horas antes da determinacao.
DI = dias pos-infeccdo; N= nimero de animais.

BROD

DI (pmoles resorufina/mg ptn/min)

87,29+12,3
115,58+36,73
117,94+26,65
104,6+32,01
73,44+28,33
10 126,02+29,54
LPS 113,18+8,93
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Tabela 4.12 — Evolugéo temporal da atividade de COH (médiatEPM) em
microssomos hepaticos de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)
infectados com P. berghei (10°HP/animal i.p.) ou tratados com LPS (5

mg/Kkg i.p.) seis horas antes da determinacéo.
DI = dias pos-infec¢do; N= nlimero de animais.

COH

DI (pmoles umbeliferona/mg ptn/min)

9,81+2,48
18,68+5,77
17,53+4,73
20,4+2,44
32,03+8,07
10 29,24+13,93
LPS 8,63+1,51
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Tabela 4.13 — Evolugédo temporal das taxas de parasitemia (média+tEPM)
de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas) infectados com P. chabaudi

chabaudi (2x10"HP/animal i.p.). Experimento preliminar.
DI = dias p6s-infec¢do; N= nimero 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
6 271,71 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
16 210,26 4
19 0,66+0,1 3
22 0,610,1 4
24 0,8+0,14 5
31 0,007+0,005 4
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Tabela 4.14 — Evolucédo temporal das taxas de parasitemia (média+tEPM)
de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas) infectados com P. chabaudi

chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero 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 figado e baco (médiatEPM) de camundongos

C57BL/6 (fémeas adultas) infectados com P. chabaudi chabaudi
(2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais

DI Figado (9) Baco (9) N

0 0,84+0,02 0,070,003 50

2 0,88+0,04 0,08+0,004 14

5 0,95+0,03 0,22+0,02 10

6 0,76x0,03 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 — Evolugdo temporal das concentracbes de nitrito

(médiaxtEPM) no soro de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)

infectadas com P. chabaudi chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infeccdo N= nimero de animais

DI Nitrito (uM) 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 — Evolugdo temporal da atividade de EROD (médiatEPM)
em microssomos hepaticos de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)

infectados com P. chabaudi chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nlimero de animais.

EROD
DI (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 — Evolucdo temporal da atividade de BROD (meédiatEPM)
em microssomos hepaticos de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)

infectados com P. chabaudi chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nlimero de animais.

BROD
DI (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 — Evolugdo temporal da atividade de COH (médiaztEPM) em
microssomos hepaticos de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas)

infectados com P. chabaudi chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais.

COH

DI (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 — Evolugédo temporal das taxas de parasitemia (média+tEPM)
de camundongos DBA-2 (fémeas adultas) infectados com P. chabaudi

chabaudi (2x10’HP/animal i.p.). Experimento preliminar.
DI = dias p6s-infec¢do; N= nimero 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

173



Tabela 4.21 — Evolugédo temporal das taxas de parasitemia (média+tEPM)
de camundongos DBA-2 (fémeas adultas) infectados com P. chabaudi

chabaudi (2x10’HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais

DI Taxa de Parasitemia (% HP) N
2 2,7£0,5 8
5 38,7t£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 figado e baco (médiatEPM) de camundongos

DBA-2 (fémeas adultas) infectados com P. chabaudi chabaudi

(2x10"HP/animal i.p.).

DI = dias p6s-infec¢do; N= nimero de animais
DI Figado (9) Baco (9) 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 - Evolugdo temporal das concentracbes de nitrito
(médiaxtEPM) no soro de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)

infectadas com P. chabaudi chabaudi (2x10’HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢cdo N= nimero de animais

DI Nitrito (uM) 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 — Evolugdo temporal da atividade de EROD (médiatEPM)
em microssomos hepaticos de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)

infectados com P. chabaudi chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais.

EROD
DI (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 — Evolugdo temporal da atividade de BROD (meédiatEPM)
em microssomos hepaticos de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)

infectados com P. chabaudi chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nimero de animais.

BROD
DI (pmoles resorufina/mg ptn/min) N
0 73,743,1 47
2 69,1+3,98 8
5 61,05+2,84 8
6 69,445,1 8
10 90,95+14,17 8
14 65,81+3,76 8
19 60,06+3,78 8

Tabela 4.26 — Evolucdo temporal da atividade de COH (médiatEPM) em
microssomos hepéaticos de camundongos DBA-2 (fémeas adultas)

infectados com P. chabaudi chabaudi (2x10"HP/animal i.p.).
DI = dias pos-infec¢do; N= nlimero de animais.

COH
DI (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 — Concentragdo de nitrito (médiaxtEPM) no soro de fémeas
DBA-2 tratadas com LPS de E. coli nas doses de 0, 2, 5 e 20 mg/kg. Os

animais foram mortos seis horas apds a injecéo i.p.
N = nlmero de animais

LPS (mg/kg) Nitrito (uM) N
0 28,31+4,10
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 (mediatEPM) nos microssomos
hepéticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5

e 20 mg/kg. Os animais foram mortos seis horas apés a injecéo i.p.
N = nlmero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 (médiaxtEPM) nos microssomos
hepaticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5

e 20 mg/kg. Os animais foram mortos seis horas apos a injecéo i.p.
N = nimero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 (médiatEPM) nos microssomos
hepéticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5

e 20 mg/kg. Os animais foram mortos seis horas apés a injecéo i.p.
N = nlmero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 — Concentracdo de nitrito (médiatEPM) no soro de fémeas
DBA-2 tratadas com LPS nas doses de 0, 2, 5 e 20 mg/kg. Os animais

foram mortos doze horas apos a injecao i.p.
N = nimero de animais

LPS (mg/kg) Nitrito (uM) 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 (médiaztEPM) nos microssomos
hepaticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5

e 20 mg/kg. Os animais foram mortos doze horas apos a injecao i.p.
N = nimero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (pmol resorufina/mg ptn/min) N
0 76,6314,72 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 (médiatEPM) nos microssomos
hepéticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5

e 20 mg/kg. Os animais foram mortos doze horas apos a injecao i.p.
N = nlmero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 (médiaxtEPM) nos microssomos
hepaticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0, 2, 5

e 20 mg/kg. Os animais foram mortos doze horas apos a injecao i.p.
N = nimero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 — Concentragéo de nitrito (média £EPM) no soro de fémeas
DBA-2 tratadas com LPS nas doses de 0, 2, 5 e 20 mg/kg. Os animais

foram mortos vinte e quatro horas apds a injecéo i.p.
N = nlimero de animais

LPS (mg/kg) Nitrito (uM) 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 (mediatEPM) nos microssomos
hepéticos 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 apos a injecao
i.p.

N = ndmero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (pmol resorufina/mg ptn/min) N
0 76,6314,72 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 (médiaxtEPM) nos microssomos
hepaticos 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 apos a injecao
I.p.

N = nlimero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 (médiaxtEPM) nos microssomos
hepaticos 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 apos a injecao
I.p.

N = nlimero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 — Concentracdo de nitrito (médiaxtEPM) no soro de fémeas
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 apos a injecao i.p.
N = nimero de animais

LPS (mg/kg) Nitrito (uM) 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 (médiaztEPM) nos microssomos
hepéticos 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 apds a injecdo i.p.

N = nimero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (pmol resorufina/mg ptn/min N
0 89,8+7,22 20
0,05 114,3246,12 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 (médiatEPM) nos microssomos
hepaticos 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 apds a injecéo i.p.

N = nlmero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 (médiatEPM) nos microssomos
hepéaticos de camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de O,
0,05,0,1,0,2,0,5, 1, 2,5, 10 e 20 mg/kg. Os animais foram mortos vinte
e quatro horas ap0s a injegéo i.p.

N = nimero de animais

Atividade
LPS (mg/kg) (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 — Concentracdo de nitrito (médiatEPM) no soro de fémeas
DBA-2 tratadas com LPS 5 mg/kg, aminoguanidina 50 e 100 mg/kg e
aminoguanidina e LPS. Os animais foram mortos doze horas apos a
injecdo i.p.

a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS

N = nimero de animais

Nitrito (uM) N

mg/kg
0 38,85+2,73 23
a50 229,84+12,72 14
alo0 28,07+2,59 6
LPS 29+6,66 5
aL50 36,34+4,91 6
alL.100 88,22+8,89 6

Tabela 4.44 - Atividades de EROD (médiaztEPM) nos microssomos
hepaticos 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 apos a injecao i.p.
a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS
N = nimero de animais

Atividade

mg/kg (pmol resorufina/mg ptn/min) N
0 160,15+9,54 22
as0 92,45+15,04 5
al0o 90,21+4,98 6
LPS 95,15+12,02 10
aL50 113,1245,23 5
al.100 95,72+7,36 5

183



Tabela 4.45 - Atividades de BROD (médiatEPM) nos microssomos
hepaticos 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 ap0s a injecao i.p.
a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS
N = ndmero de animais

Atividade

mg/kg (pmol resorufina/mg ptn/min) N
0 69,98+3,01 22
a50 68,73+6,23 6
aloo 46,34+3,56 6
LPS 49,88+3,28 11
alL50 63,93+2,56 6
alL.100 44,78+2,95 5

Tabela 4.46 - Atividades de COH (médiatEPM) nos microssomos
hepaticos 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 apos a injecao i.p.
a=aminoguanidina; aL=aminoguanidina+LPS
N = nimero de animais

Atividade

mg/kg (pmol umbeliferona/mg ptn/min N
0 187,79+15,97 22
ab0 163,2+18,17 6
al0o 199,78+23,45 6
LPS 190,88+23,8 11
aL50 316,4+44,66 6
al.100 309,26+26,66 5
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Abstract

It has been reported that malaria infection impairs hepatic drug clearance and causes a down-regulation of CYP-mediated monooxy-
genase activities in rodents and humans. In the present study. we investigated the effects of Plasmodium berghei infection on the activity of
liver monooxygenases in female DBA/2 and C57BL/6 mice. In both mouse strains, P. berghei infection decreased activities mediated by
CYPLA (EROD: DBA/2 65.3%., C37BL/6 44.7%0) and 2B (BROD: DBA/2 64.3%. C37BL/6 49.8%) subfamily isoforms and increased
activities mediated by 2AS5 (COH: DBA/2 182.4%, CS7BL/6 148.5%) and 2E1 (PNPH: DBA/2 177.8%, CS7TBL/6 128.5%0) isoforms as com-
pared to non-infected controls. Since malaria infection also produced an increase in ALT (273.1%) and AST (354.1%) activities in the
blood serum. our findings are consistent with the view that CYP2AS activity is induced by liver injury. An almost generalized depression
of CYP-mediated activities has been found with numerous infections and inflammatory stimuli but an induction of CYP2AS had been
previously noted only in some viral hepatitis and trematode (liver fluke) infections.

@ 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Index Descriptors and Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BROD, benzyloxi-resorufin-O-debenzylase;
COH. coumarin-7-hydroxylase; CYP, evtochrome P450; EROD, ethoxyresorufin-O-deethylase; LPS, lipopolysaccharide: Monooxygenases; NO, nitric
oxide; iNOS, inducible nitric oxide synthase; MAL, malaria-infected mice; CON, non-infected control mice; PNPH, p-nitrophenol-hydroxylase; Pharma-

cokinetics; Plasmodium berghei (ANKA); Xenobiotic metabolism; SEM, standard error of the mean

1. Introduction

Several clinical and experimental studies have demon-
strated that malaria infection down-modulates the expres-
sion and activity of CYPs thereby decreasing the hepatic
metabolism of drugs and other xenobiotic compounds in
humans and rodents. In 1970, McCarthy and coworkers
reported that infection of rats with Plasmodium berghei
increased hexobarbital sleeping time and reduced hepatic
metabolism of ethylmorphine, aniline and p-nitroanisole.
Further studies found that infection with P. berghei
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Ambiental, Escola Nacional de Satde Piablica - FIOCRUZ, Av Brasil
4036, Predio de Expansio do Campus, Rio de Janeiro, RJ 21040-361,
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E-mail address: ana.oliveirai@ensp fiocruz.br (A.CAX. De-Oliveira).

0014-4894/5 - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/.exppara. 2006.01.013

decreased total-CYP content and monooxygenase activities
in rat liver microsomes (Kokwaro etal, 1993; Uhl et al,
1999) as well as the clearance of xenobiotics such as arthee-
ther (Leo et al.,, 1997), ethoxyresorufin (Glazier et al., 1994),
antipyrine (Mansor et al, 1991a), paracetamol (Mansor
etal, 1991b), and phenacetin (Kokwaro etal, 1993).
Malaria infection was found to reduce total-CYP content
and monooxygenase activities in mouse liver as well (Alv-
ares et al, 1984; Srivastava and Pandey, 2000; Srivastava
etal, 1991, 1997).

Data from clinical pharmacokinetic studies have also
been consistent with the hypothesis that malaria infection
depresses CYP-mediated drug metabolism. It was reported,
for instance, that clearances of quinine, antipyrine and
caffeine were reduced in patients with acute Plasmodium

falciparum malaria (Akinyinka et al., 2000; Pukrittayaka-

mee et al., 1997).
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Contrasting to the foregoing findings suggesting that
malaria causes a generalized depression of liver CYP activi-
ties, Uhl etal. (1999) reported that CYP2El activity
remains unaltered in liver microsomes of P. berghei-
infected rats. As far as the authors are aware, however,
there has been no report of induction of liver monooxyge-
nases by malaria infection so far.

In the present study, we investigated the effects of P.
berghei infection on mouse liver monooxygenase activities
mediated by CYP2AS5 (COH) and 2E1 (PNPH) as well as
by isoforms belonging to subfamilies CYP1A (EROD) and
2B (BROD). CYPLAIL/2 and 2EI1 are involved in the meta-
bolic activation of a number of xenobiotic compounds
including many chemical carcinogens (loannides and
Lewis, 2004). Isoenzymes belonging to CY2B subfamily
also take part in the activation of toxicants as well as in the
metabolic clearance of artemisinin, an important antima-
larial drug (Simonsson etal, 2003). It is of note that
CYP2AS5, a murine isoform orthologous to human
CYP2AG, plays an essential role in the activation of various
hepatotoxins and carcinogens, including nitrosamines, and
apparently has a unique mechanism of regulation (Gilmore
et al., 2003). Contrasting to most CYP isoforms, CYP2AS is
induced in some infectious diseases such as viral hepatitis
and liver fluke infection (Kirby et al., 1994a,b).

2. Material and methods
2.1. Animals

Female C57BL/6 and DBA/2 mice, 7-10 weeks old, from
the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) breeding stock
were used. The animals were housed in standard plastic
cages with stainless steel coverlids and wood shavings as
bedding. Room temperature (23 +2°C), air relative humid-
ity (approx. 70%) and light/dark cycle (lights on from
§:00am to 8:00 pm) were controlled in the animal facilities.
Filtered tap water and a commercial diet for rats and mice
(Nuvital CR1, Nuvilab®, Curitiba, PR, Brazil) were pro-
vided ad libitum. The experiments were conducted in accor-
dance with Brazilian animal protection and welfare laws
and the protocol was submitted to the Ethics Committee on
the Use of Animals of Oswaldo Cruz Foundation.

2.2. Parasite and infection

Experimental animals were injected by the i.p. route with
0.2ml of PBS-diluted blood (5 x 10 parasitized red blood
cells per milliliter) from a donor mouse that had been previ-
ously infected with P. berghei (ANKA). The donor mouse
was inoculated with a stabilate kept at —80°C in Alsever’s
solution. For each malaria-inoculated mouse, an age-paired
non-infected control animal was injected with 0.2ml of PBS
solution. After infection, mice were daily examined for clin-
ical signs of illness and, every other day. a small drop of
blood was taken from the tail tip for determination of the
level of parasitemia. The percentage of parasitized red

blood cells (parasitemia) was determined by microscopic
examination of thin blood smears stained by the Roma-
nowsky’s method (Panoptico Rapido, Laborelin®, Pinhais,
PR, Brazil). Infected mice (MAL) and their age-paired non-
infected controls (CON) were killed by cervical dislocation
during the second or third week after infection when para-
sitemia rose to levels equal to or higher than 20%.

2.3. Preparation of liver microsomal fraction

After death, livers were removed as quickly as possible,
freed from fat and extra tissue, weighed and frozen at
—80°C until further use. Hepatic microsomes were pre-
pared essentially as described by De-Oliveira et al. (1999)
except by the use of Tris (100mM }-KCI {150 mM) buffer
(pH 7.4) instead of sacarose solution. Microsomal protein
concentration was measured by using Bradford’s reagent
and bovine serum albumin as standard (Sigma Chemical
Co, USA).

2.4. Enzyme assays

Activities of alcoxyresorufin-O-dealkylases were deter-
mined using benzyloxy-(BROD) and ethoxyresorufin
(EROD) as substrates. Enzyme activities were determined
in multiwell plates as described by Kennedy and Jones
(1994), except for the use of a NADPH regenerating system
as previously reported by De-Oliveira et al. (1999). Sub-
strate concentration was 5uM and 0.025 mg of microsomal
protein was added to each well. After a 10-min incubation
at 37°C, 100 uL of acetonitrile was added to each well and
the amount of resorufin was measured by using a fluores-
cence plate reader {Spectramax Gemini XS®, Molecular
Devices Co, USA) with excitation and emission wave-
lengths set at 530 and 590 nm, respectively. Under the pres-
ent assay conditions, reaction was previously found to be
linear for at least 15min.

COH activity was assayed as reported by Rhanasto et al.
(2003) with a few adaptations. Coumarin (10 uM), Tris
buffer, pH 7.4 (50mM), microsomal protein (0.08 mg) were
added to each well (final volume of 0.1 ml) and incubated at
37 °C with shaking for 10 min. Reaction was stopped with
60uL of trichloroacetic acid and 140 pL of a 1.6 M glycine-
NaOH (pH 10.4) solution was added to each well before
measuring the amount of umbelliferone (7-hydroxycouma-
rin) by using a fluorescence plate reader with excitation
wavelength set at 355nm and emission at 460 nm. Under
these conditions, reaction was found to be linear for more
than 15 min.

PNPH activity in the mouse liver microsomal fraction
was determined by the real-time kinetic method described
in details by Allis and Robinson (1994). Substrate (p-nitro-
phenol) concentration was 0.1 mM and 0.2mg of micro-
somal protein was added to each cuvette where reaction
took place.

Serum ALT and AST activities were determined by a
colorimetric method using a commercially available kit
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(Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil) and a microplate
spectrophotometer reader (Spectramax Plus®, Molecular
Devices Co, USA). Activities of AST and ALT were
expressed as international units per liter (UTL).

2.5, Stratistical analysis

Comparisons between infected and control groups were
made by the two-tailed Student’s 7 test and a difference was
considered as statistically significant when P< 0.05.

3. Results and discussion

DBA/2 and C57BL/6 mice inoculated with 10° P. berg-
hei-parasitized red blood cells consistently achieved high
rates of parasitemia between days 12-20 (DBA/2) and 9-21
(C57BL/6) after inoculation when the animals were Killed
for preparation of liver microsomal fraction. The marked
rise in parasitemia rate after postinoculation day 9 was
accompanied by clinical signs such as weight loss, hypoac-
tivity, piloerection, and tachypnea. As shown in Table 1, on
the day of sacrifice, infected mice from both strains exhib-
ited a body weight gain deficit, a slightly enlarged and dark
liver and a markedly enlarged spleen.

Figs. 1 and 2 show the activities of liver monooxygenases
in DBA/2 and C57BL/6 mice with parasitemia rates higher
than 20% and those activities in their non-infected controls.
EROD activity, a marker for CYP1Al/2 (Kennedy and
Jones, 1994), and BROD activity, a marker for CYP2B sub-
family isoenzymes (Nerurkar et al., 1993), were both mark-
edly reduced by malaria infection in C57BL/6 (picomoles of
resorufin per milligram of protein per minute, MAL versus
CON, mean+SEM, EROD 52.9+4.3 versus 1182+7.8,
P<0.05; BROD: 42.54 5.2 versus 8524+ 11.0, P<0.05) and
DBA/2 (EROD: 603446 versus 923+11.8, P<005;
BROD: 51.8 +4.8 versus 80.5+7.3, P<(.05) female mice
(Figs. 1A and B). The foregoing reductions of CYPIA and
2B mediated activities are consistent with previous reports
that malaria infection causes a down-regulation of liver
CYPs in rodents. Activity of PNPH in infected mice, how-
ever, was 1.3 (C57BL/6) to 1.8 (DBA/2) times higher than
the activity in non-infected controls {nanomoles of 4-nitro-
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Fig. 1. Effects of P. berghei infection on the activities (picomoles of res-
orufin per milligram of protein per minute) of EROD (A) and BROD (B)
in liver microsomes from female DBA/2 and C57 BL/6 mice. Infected mice
were killed when they achieved parasitemia rates >20%. Control mice
were age-paired non-infected mice of the same strain and sex. Columns
show means (£SEM) of 18 or 19 mice. An asterisk (#) indicates that
infected group differs from the respective non-infected control {Student’s ¢
test, P< 0.05).

catechol per milligram of protein per minute, MAL versus
CON, mean+SEM, C57BL/6: 2394017 versus
1.86 £ 0.11, P<0.05; DBA/2: 256 +0.15 versus 1.44 +0.07,
P<005) (Fig.2). Since it has been demonstrated that
PNPH activity in the mouse liver is mediated by CYP2EI
(Allis and Robinson, 1994), our results indicated that this

Table 1

Body weight gain, liver, and spleen weights and parasitemia rates on the day of sacrifice of female DBA/2 and C5TBL/6 mice infected with Plasmodium
berghei (ANKA)

Mouse strain: DBAJ2 C5TBL/6

Infection: Infected Control Infected Control
Number of mice 19 19 18 18

Body wt gain (g)* —291+1.73* 080 £1.74 —34 £0.79* 097 +1.30
Liver wt (g) 1009 0.97 £0.20 L12+042* 0864015
Spleen wt (g) 0.57 £0.21* 0.09 £0.04 027 019 0.07 £0.02
Parasitemia (%0) 46 (33-68) 0 28 (20-68) 0
Postinoculation day of sacrifice 18 (12-20) 12(9-21)

Mice were inoculated with 10° P. herghei-parasitized red blood cells on postinoculation day 0. Data are shown as means  SD for body wt gain and organ
weights, or median (range) for parasitemia rate and postinoculation day of sacrifice.

* Bodywt on the day of sacrifice minus body wt on the day of inoculation.

* Different (Student’s ¢ test, P < 0.05) from non-infected controls.
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Fig. 2. Effects of P. berghei infection on the activity of PNPH (nanomoles
of 4-nitrocatechel per milligram of protein per minute) in liver micro-
somes {rom female DBA/2 and C57TBL/6 mice. Infected mice were killed
when they achieved parasitemia rates =20%. Control mice were age-paired
non-infected mice of the same strain and sex. Columns show means
(£SEM) of 18 or 19 mice. An asterisk (#) indicates that infected group
differs from the respective non-infected control (Student’s ¢ test, P < 0.05).

isoform was induced by P. berghei infection. It is notewor-
thy that Uhl etal (1999) also noted that response of
CYP2E! to malaria infection was different from that of
other CYP isoforms. These authors reported that, in rat
liver microsomes, while total-CYP content and testosterone
6-f-hydroxylase activity (a CYP3A2-mediated reaction)
were both reduced, activity of chlorzoxazone 4-hydroxy-
lase, a CYP2El-mediated reaction, remained unaffected
after P. berghei infection. Fig. 3 shows that malaria infec-
tion also induced COH activity, a reaction catalysed by
CYP2AS (Kirby et al, 1994b). The expression and activity
of CYP2AS exhibit a marked variability among mouse
strains. Although being expressed by DBA/2 and C57BL/6

COH

240

o

mice, expression of CYP2AS in the former strain is higher
than in the latter strain (Wood and Conney, 1974). Activity
of COH in the hepatic microsomal fraction, therefore, was
much higher in non-infected DBA/2 mice (93.2pmol of
umbelliferone per milligram of protein per minute) than
that in non-infected C57BL/6 mice (7.94 pmol of umbellif-
erone per milligram of protein per minute). Despite this
difference in constitutive levels of CYP2AS, infection with
P. berghei elevated by 1.5 (C57BL/6) to 1.8 (DBA/2) times
the activity of COH in both strains (picomoles umbellifer-
one per milligram of protein per minute, MAL versus CON,
mean+ SEM, C57BL/6: 11.8 + 1.6 versus 7.9 £ 0.7, P<(.05;
DBA/2: 170.0 £ 19.8 versus 93.24 10.4, P< 0.05) (Fig 3).

Results from the present study, therefore, indicated that
malaria infection induces CYP2AS and 2E!1 in the mouse
liver while down-regulates other CYP isoforms, including
those belonging to CYPLA and 2B subfamilies. A possible
isoenzyme-selective effect of malaria infection had been
suggested by two previous studies in rats infected with P.
berghei. Glazier etal. (1994) described that metropolol
clearance (CYP2D1-mediated) was unchanged while eth-
oxyresorufin clearance (CYPIA2 mediated) was clearly
reduced during infection. Along the same line, Uhl et al.
(1999) found that CYP2E] activity was relatively unaltered
while total-CYP content and CYP3A2 activity were
depressed in P. berghei-infected rats. It is of note that
immunostimulation by treatment either with LPS or with a
particulate irritant induced CYP2EI activity in the rat kid-
ney (Sewer etal, 1997). As far as we are aware, however,
induction of hepatic CYP isoforms during rodent malaria
had not been observed before.

The mechanism(s) by which malaria induces CYP2AS
and 2El and depresses other isoforms is (are) far from
being entirely understood. Alterations in xenobiotic metab-
olism and CYP activities have been reported in a variety of
infections as well as after treatment with some vaccines and
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Fig. 3. Effects of P. berghei infection on the activities (picomoles of umbelliferone per milligram of protein per minute) of COH in liver microsomes from

female DBA/2 and C5TBL/6 mice. Infected mice were killed when they achieved parasitemia rates >20%. Control mice were age-paired non-infected mice
of the same strain and sex. Columns show means (£SEM) of 18 or 19 mice. An asterisk (#) indicates that infected group differs from the respective non-

infected control (Student’s f test, P < 0.05).
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Fig. 4. Effects of P. berghei infection on the activities of ALT and AST (UI/L) in the blood serum from female DBA/2 mice. Blood was taken from infected
mice (parasitemia rates >20%) and non-infected controls before they were killed for preparation of liver microsomes. Control mice were age-paired non-
infected mice of the same sex. Columns show means (£5EM) of activities and an asterisk (#) indicates that infected group differs from the respective non-

infected control (Student’s ¢ test, P < 0.05).

inflammatory stimuli (Khatsenko et al., 1993). As a rule, a
depression of CYP activities has been found and a hypothe-
sis was advanced—based mainly on studies with LPS and
bacterial infections—that the elevation of NO levels caused
by infections and inlammatory stimuli mediates the down-
modulation of CYPs (Khatsenko and Kikkawa, 1997).
Since malaria infection induces iNOS in rodents (Das-
combe and Nahrevanian, 2003), the down-modulation of
some CYP isoforms (e.g. those belonging to CYPIA and
2B subfamilies) by P. berghei infection could have been due
to a rise in liver NO levels. Whether or not NO plays a role
in malaria-caused down-modulation of CYP isoforms,
however, still remains to be demonstrated.

The modulation of CYP2AS activity by infections and
inflammation seems to be completely different from that
reported for other CYPs (Camus-Randon et al., 1996; Gil-
more etal, 2003). Similarly to most CYP isoforms,
CYP2AS5 was depressed by treatment with LPS (Gilmore
et al., 2003). In some infections such as viral hepatitis and
trematode infections, nevertheless, an up-regulation of
CYP2AS has been described. An induction of CYP2AS
activity was noted in murine models of B hepatitis (Kirby
et al., 1994a). Moreover, evidence has been provided that
CYP2AS is up regulated during infection of mice with the
liver fluke Fasciola hepatica (Montero et al., 1999) and also
in male hamsters infected with Opisthorchis viverrini (Kirby
et al., 1994b). It is of note that human CYP2A6 seems to be
induced in the liver of patients infected with . viverrini
(Satarug et al., 1996). It still remains obscure why murine
CYP2AS5 and human CYP2AG6 are induced by some infec-
tions and depressed by others. Recently, Gilmore etal
(2003) suggested that the up-regulation of CYP2AS
observed in mouse models of hepatitis and hepatoxicity is
associated with hepatocellular injury, and could be related
to the oxidative damage to the endoplasmic reticulum of
hepatocytes. Elevated ALT (UL/L, MAL 459+ 94, CON
168+ 1.1, P<005) and AST (UVL, MAL 227.8+322,
CON 64.3£12.9, P<0.05) serum levels in infected as com-
pared to non-infected DBA/2 mice (Fig. 4) indicated that

P. berghei-infection caused hepatocellular injury. Results
from the present study with malaria infection are thus con-
sistent with the view that induction of CYP2AS is associ-
ated with liver injury.

The mechanism by which P. berghei infection induced
CYP2EI activity in DBA/2 and C57Bl/6 mice also remains
unclear. It has been reported that rodent liver CYP2EI can
be induced by starvation (Khatsenko etal., 1997). Since
hypophagia and weight loss is often present in severe infec-
tions and P. berghei-infected mice showed a weight gain
deficit, starvation is a possible explanation for the induc-
tion of CYP2EL in the present study.

In summary, data provided by the present study showed
that P. berghei infection induces CYP2AS and 2E] activities
while depresses enzyme activities mediated by other CYP iso-
forms in the mouse liver. The modulation of monooxygenase
activities by malaria infection can alter the kinetics of anti-
malarial drugs and other xenobiotic compounds thereby
modifying their pharmacological and toxicological effects.
Since CYP2AS and 2El are involved in the activation of
diethyl and dimethyl-nitrosamine, respectively, this finding
suggests that malaria infection may enhance susceptibility to
the hepatocarcinogenic effects of some nitrosamines.
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Abstract

Malaria has been reported o modulate the activity of cytochrome-P430 enzymes (CYF). Since CYPs are involved bath in the
activation and detoxication of xenobiotics, we imvestigated whether malaria would modify the effects of chemical carcinogens in the
bone-marrow micronucleus azsay. Female C3TBLA mice wem infected with Plasmodizes berghel { ANKA) and treated (ip route)
with cyclophosphamide (CPA, 25 mgikg body weight), 7. 12-dimethylbenz]a lanthracens (DMBA. 50 mgfk g body weight) or ethyl
methanesulfonate (EMS, | 30mgikg body weight), on post-infection days %12 when parsite mia was =9% of RBC. Controls were
age-paired non-infected mice. Bone marrows were sampled at 24 and 48h (CPA), 24h (EMS) or 48 h (DMBA) after weatment.
The background incidence of polychromatic erythrocybes with micronuclei (MN-PCE) in malaria-infected mice was appmoximately
twafiold the background incidence in non-infected controls. Effects of indirect clastogens (CPA and DMBA) in the micronucleus
as=ay were atlenuated while the effect of EMS, adirect clastogen. was enhanced by infection. In a separate experiment, malaria was
shown to decrease activities of ethoxy-(EROD, a marker for CYPLA) and benzyloxy-(BROD. CYP2E) resomufin-O-dealkylases in
liver microsomes. The foregoing findings are consistent with the hypothesis that malaria-cavsed attenuation of gencloxicity arcee
from a down modulation of CYP isoforms that convert CPA (CYP2E) and DMBA (CYPLA) into their active metabolites.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Eeywords: Plasmodinm berphei. Kenobictic biotmmformation; Infections: Mutagenicity, Carcinogenicity;, Cytochrome-P450

1. Iniveduction and C viruses, Epstein-Barr virus and others) and bac-

tenial infections (e.g. Helicobacter pylor). Helminthic

Following smoking habit, chronic infections are per- infections have also been linked to cholangiosarcoma

haps the most important preventable cavses of human
cancer [1]. A number of malignancies have been associ-
ated with viral (e.g. human papilloma virus, hepatitis B
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(e.g. Opistorchis viverrini and Clonorclis sinensis) and
urinary bladder carcinoma (Schistosoma haematobium)
in Asian and African countries, respectively [1]. Her-
rera et al [2.3] have found increased incidences of
genetic damage in peripheral lymphocytes of patients
with neurocysticercosis as well as in lymphocytes of
pigs infected with cysts of the tapeworm Taenia solium.
It has also been reported that experimental infection of
rats witheysts of Taenia taeniformis enhanced the clasto-
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genic effects of procarcinogens such as benzo|a]pyrene,
cyelophosphamide and aflatoxin B 1 [4]. A possible influ-
ence of protozoan infections on cancer development,
howrever, still remains to be elucidated. So far only a few
experimental studies have addressed this question. Hibbs
et al. [5]. for instance, reported that chronic infection
with Toxoplasma gondit and Besaoinia jellisoni enhanced
resistance against certain murine tumor cell types. Along
the same line, Oliveira et al. [6] found that chronic infec-
tion by Tryparcsoma cruzi diminished the incidence of
1,2-dimethylhydrazine-induced colon cancer in rats. It
was also described that carcinogenic effects of aflatoxin-
Bl {AFE ) wereeither depressed or enhanced by malaria
depending on whether animals were infected before ini-
tiation or at a later phase {promotion/progression) of
tumor development. Angsubhakom et al. [7] reported
that rats exposed to aflatoxin-Bl (AFBE1) and infected
with Plasmedium berghei developed more liver prenec-
plastic lesions than the non-infected controls. A further
study by the same group, nevertheless, showed that
hepatocarcinogenic effects of AFB| were substantially
attenuated inrats infected with P bergher 12 days prior to
the beginning of dietary exposure to the mycotoxin [8].
Mo other study on the interaction of protozoa infections
with genetic damage and or carcinogenicity induced by
chemicals was found in the literature.

Malaria and other infections may modify cancer
development through several mechanisms including a
madulation of chemical carcinogenesis. Along this line,
it should be pointed out that a number of infections were
reported to upor down egulate activities of cytochrome-
P450 enzymes that take part in the activation and or
detoxication of genotoxic carcinogens.

This study was undertaken to investigate whether
malaria modulates effects of direct and  indirect
genotoxic carcinogens in the mouse bone-marrow
micronuclens assay. Additionally, we also evaluated the
effects of Plasmodium bergher infection on the activ-
ities of hepatic cytochrome-P450 enzymes involved in
the metabolic activation of chemical carcinogens.

2. Materials and methods
21 Amimals

Six-week-old female CSTBLY mice supplied by the Cen-
tre for Laboratory Animal Breeding (CECAL) of the Oswaldo
Cruz Foundation (FIOCRUZ) were used. The animals wene
howsed in standard plastic cages with stainless steel coverlids
and wood shavings as bedding. Room temperature {23 £ 2 =),
air relative humidity (approximately 7065 and light/dark cycle
(lights on from B:00 am. to 8:00 p.m.) wem controlled in
the animal facilities. Filtered tap water and a commenzial

diet for rats and mice (Muvital CR 1, Muvilab®, Curitiba, PR.
Brazil) were provided o libdmm. Experiments were conducted
in acoomdance with the intemationally accepted principles
for labommtory animal use and care (EEC Directive of 1986;
6/60WEEC) and the Brazilian law for animal protection and
welfare. The study protocol was licensed by the Ethics com-
mittee for the use of animals of FIOCRUZ (CEUA).

2.2 Parasite and infection

Infected animals were treated — by the intraperitoneal route
(ip1 — with 0.2 ml of PES-diluted blood (3 x 10F parasitized
red blood cells per ml) from a donor mouse that had been
previously infected with Plamsodinm berghei (ANKA). The
donor mouse was inoculabed with a stabilate kept at —80=C in
Alsever's solution. For each malaria-inoculated mouse, an age-
paired non-infected contml animal was injected with 0.2 m] of
FBS solution. After infection, mice wemne daily examined for
clinical signs of illness and. every other day, the percentage
of parasitized red blood cells (parnsitemia) was determined
by microscopic examination of blood smears stained by the
Romanowsky's method (Pandptico Rdpido, Laborclin®, Pin-
haiz, PR, Brazilj.

2.5 Mouse bone-marrow mMicromic lEus assay

The mouse bone-mamow micronucleus test was camried out
acoording o recommendations of MacoSregor et al. [9] and
OECD guidelines [ 10]. Cyclophosphamide {CPA, CAS no. 50-
18-00 was a product { Fosfaseron™ ) from Laberardrio Filaxis
SA. Buenos Aires, Argentina. while ethyl methanesulfonate
(EME, CAS no. 62-50-0) and 7.12-dimethy|benz[alanthracens
(DMBA, CAS no. 57-97-6) were pumhased from Sigma
Aldrich Co., 5t. Louis, USA. Bone-mamrow cells were har-
vested 24 and 48 h (CPA). 24 h (EMS) or 48 h (DMBA) after
ipinjection of a single dose of the genctoxic agent. Mice were
killed by cervical dislocation, femurs were quickly removed
and freed from muscle tissue, and bone marmows were Aushed
into centrifuge tubes containing Fetal calf seram (FCS). Cell
suspensions were centrifuged at 1000 mpm for 10min and
supernatants were discarded. The pellets were suspended in o
drop of PCS and used for preparing bone-marmrow smears. Adr-
dried smears were stained with May-Grinwald Giemsa and
all slides were coded for further blind evaluation. Two hun-
dred erythrocylbes wene examined per slide to determine the
ratio of polychromatic {PCE) to nomochromatic erythrocytes
(MICE). which is an indication of toxicity tobone-marmow cells,
while 2000 PCE per slide were analyzed for the presence of
micronuclei (MM-PCE), which is an indication of DMA dam-
age. A trained evaluator who was unew are of animals” previous
treatment scored all slides.

24, Preparation of liver microsomes

Infected Fernale mice (V= 15) and non-infected female con-
trols (%=1 5). which had rot been treated with any genotoxic
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substance. were used for assaying enzyme activities. Mice
were killed by cervical dislocation and their livers wene rapidly
removied, weighed and fromen at —80 *C until further use, Hep-
atic microsomes weme prepared essentially as described by
De-Oliveira etal. [ 11] except for the use of Tris (100 mMj-KC1
(150mbd) buffer (pH 7.4) instead of sucrose solution. Micro-
somal protein concentration was measured by uzing Bradfonds
reggent and bovine serum albumin as standard (Sigma Chem-
ical Co., TTSA).

2.5, Engyme assays

Activities of alkoeoy-resomfin-O-dealkylases were assayed
using  ethoxy-resorufin (EROD) and  benzylooy-resomifin
(BROD os substrates. EROD and BROD activities were deter-
mined in multi-well plates os desaribed by Kennedy and Jones
[12]. except for the use of 8 NADPH regenerating system as
previously reported [11]. After o 10-min incubation at 37 °C,
100wl of acetonitrile was added to each well and the amount
of meaorufin was measured by using a lucrescence plate reader
(Spectramayx Gemini X5*, Molecular Devices Co., USA) with
exciation and emission wavelengths set at 530 and 5%0nm,
respectively. Under the present assay conditions, reaction was
previcusly found to be linear for at least 15 min.

2.6, Sratistical analvsis

Statistical comparizons among several groups were made
by a non-parametric analysis of variance { Kruskal-Wallis test),
and between two groups by the Mann-Whitney U'-test. In amy
case o difference was considersd as statistically significant
when P« 0L05.

3, Resulis

3.1 Effect of malaria on the incidence of
chromosome damage in bone-marvow cells

Female CS3TBLA mice incculated with P bergher
( 10° parasitized red blood cells) achieved high rates of
parasitemnia (=9%) on post-infection days 9-16 when
they were killed either for bane-marrow sampling or for
preparation of liver microsomal fraction. Marked rises of
parasitemia rates were generally accompanied by clini-
cal signs such as body weight gain deficit. piloerection,
hypoactivity and rapid breathing. On the day of sacri-
fice, most P berghei-infected mice had a darker and
slightly heavier liver and a markedly enlarged spleen.
As shown in Table |, P bergher infection increased
the incidence of micronucleated polychromatic erythro-
cytes (MMN-PCE) in the mouse bone marrow thereby
suggesting that malaria itself has a mild clastogenic
effect.

Table 1

Frequencies of micronucleated polye hromatic erythrocytes (MM-PCE)
in the bone marrow of fernale C5TBLS mice infected with Plasmoglinm
berghei AMEA and their non-infected controls

Treatment Morrinfected B bergher Mann—Whimey
infected Lhtest

N 11 11 -

Past-infection day - 124542028 -

Parasitemia (%) - 1503116 —

MHM-PCEs (%) 164027 2912020 P<0.001

PCEMCE ratio LOD 004 Llgxoll M3

Diata are shown as means £ SE M. Mice were inoculated with 10°
parasi ized erythrocytea from a donor andmal. Two thewsand PCEs were
scored per mouse, MN-PCEs (%o MN-PCES per thowsand PCEs:
PCEMCE rado: PCETCE. NE, nonsignificant (P =0.05).

3.2, Modulation of genotoxic effects by malaria
infection

Ta evaluate whether genotoxic effects are altered
by P berghei infection, we tested two indirect (CPA
and DMBA) and one direct (EMS) clastogen in
the bone-marrow micronucleus assay. In non-infected
mice, CPA, in doses up to S0mg/kg body weight.
induced a dose-dependent increase in the frequency
of micronuclel in polychromatic ervthrocytes (MM-
PCE) in the absence of any statistically detectable
reduction of PCEMCE ratio (Fig. 1A). In P berghei-
infected mice, CPA (25mgfkg body weightl-induced
increase in the incidence of MN-PCE was attenu-
ated. while PCEMNCE ratio was enhanced 24 h after
treatment (Fig. 1B). When bone-marrow cells were
harvested 48 h after treatment with a single dose of
CPA (25mg'kg body w), the incidence of MN-PCE
was markedly reduced in infected and in non-infected
treated mice and differences between the two groups
were no longer detected (Fig. 1B). In infected mice,
the PCEMNCE ratio was also increased 48h after
treatment with CPA (Fig. 1B). The foregoing results
suggested that malania infection reduced the clas-
togenic effect of CPA. a promutagen activated by
cytochrome-P450 1zoforms belonging to 2B and 34
subfamilies. Fig. 2 shows that infection also decreased
the effects of DMBA (530 mg/kg body weight ip). a
clastogen activated by CYPLA L2 isoforms. Monethe-
less, the effect of EMS (150mg/kg body weight ip).
a direct clastogenic agent. was enhanced in malaria-
infected mice (Fig. 3). Results therefore demonstrated
that malarna infection attenuated cffects of indirect
clastogens activated by CYPLAL and 2BWI10 izo-
forms and enhanced the effect of a direct-acting
compound.
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Fig. 1. &) Effect of cyclophosphamide (CPA, O, 12.5. 25, and
S0mgkg ip) on the frequency (%) of MN-PCE (histogram bary and
PCEMCE matio (black diamond-shaped symbel) in the bone marrow
of nen-infected female mice (N =5 per group). Data are presented sa
means+ 5. EM. and companisors were made by the Enskal-Wallis
and the Mann—Whitney [-tests. Differences (P<0L05) are indicated
by single materisk (* e CON 00 B) Effects of CPA (25 mghkgip) onthe
frequency (%) of MN-PCE (histogmm bar) and PCENCE ratio (black
diamond-shaped symbol) in the bone marres of P berghei-infected
iMALY and non-infected (OO fomale C5TBLYS mice. Bone mar-
rows were harvested 24 h (MAL. N=% CON. ¥=12)and 48 h (MAL,
N=14; COM, N =14} Pamsitemda rates (% of RBC) of mice on the
post-infection days {13, 13-16) ef sacrifice were: 15.4 (9.2-20.3). Data
are presented sa means = 5 EM. and comparisons were made by the
Erskal-Wallis and the Mannr—W himey L-tests. Differences (P <0.05)
are indicated by single asterisk (* & CON 25),

3.3 Effects of malaria on the activity of liver
cvtochrome-P450 enzvmes

EROD and BROD activities in rodent liver micro-
somes are mediated by CYPIAL2 and CYP2R
isoenzymes (CYP2ZEBO10 in mice), mspectively. Activ-
ities of EROD} and BROD in P berghe-infected
mice were all lower than the activities in controls
(Figs. 4 and 5) thereby indicating that malana depressed
activities of CYPIA and 2B isoforms. Since CYPLA
and 2B subfamilics are involved in the activation of CPA
and DMBA, mspectively, attenuation of their clastogenic

20 . z
18 | |
18 e
= 1 ]
-4 : e
[ (]
& 10 5 i -
= 8 =3,
= (i1 ]
O
:‘ T
2
0
CON MAL o

DMBA 50mgdkg.ip

Fig. 2. Frequency (%) of MN-PCE (histogram bar) and PCE/NCE
ratic {black dismond-shaped symbsl) in the bore marrow of non-
infected (COM, N =25 yand P Berphei-infected {MAL. M= 23) female
CETBLAS mice treated with 7.12-dimethylbenz]glanthracens (DB BA,
S50mgkg ip). Pamsiternia mies (% of EBC) of mice on the post-
infection days (12, 10-14) of monifice were: 30,09, 768,00, Data are
presented as means £ S.EM. Differences (P <005, Mann—Whitney
Li-teat) from non-infected contrels (COM) are indicated by single mter-
iski{*).
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Fig. 3. Frequency (%) of MN-PCE (histogram bar) and PCENCE
ratic iblack diamond-shaped symbal) in the bone marrow of non-
infected (COM, N =20 and P Berphei-infected {MAL, N= 13) female
CSTBLA mice treated with ethy]l methanesulfonate (EMS 150mgikg
ip). Pamsitemia rates (% of EBC) of mice on the post-infection days
114, 9=14) of sacrifice were: 15.2 {11.0-235). Data are presented as
means = S EM. Differences (P <005, Mann—Whimey [-test) from
non-infected controls (OO0 are indicared by single asterisk (*).

cffects by malaria may have resulted from a slower rate
of metabalic activation of promutagens in infected mice.
Malaria-caused depression of cytochrome-P450 activi-
ties, on the other hand, may have delayed elimination
of EMS thereby augmenting the effect of this direct

clastogen n the bone-marrow micronucleus assay.

4. Discussion
Results from this study suggested that malaria infec-

tion enhances the background frequency of chromosome
damage in mouse bone-marrow cells. The cccurrence of
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Fig. 4. EROD activity (pmolof resonafin'mg of protein/ming in liver
micreacmes from female CSTBLAS mice infected with B Berghei
tM ALY and their age-paired non-infected contrels (CON). Pamsitemia
rates | %) of mice on the day of ssonfice were: 250 1 2.0-67.00, Bars
show mears | £5.00) of 15 mice. An asterisk (*)indicates thatinfected
group differs from the non-infected control group (Mann—Whitney
-tent, P <0005).

micronuclei in polychromatic erythrocytes (MN-PCE)
was augmented (two-Told) in P berghei-infected mice.
Other studies have provided evidence that some para-
sitic infections may cause genetic damage in humans
and animals. Montero et al. [4]. for instance, found an
augmented incidence of micronucleated reticulocytes
in the blood of rats infected with Taenia taeniformis.
It has also been reported that patients with Taemia
solium cystercercosis exhibited a higher incidence of
chromosomal aberrations and micronuclel n peripheral
lymphocytes [3]. An avgmented frequency of sister chro-
matid exchanges (SCE) was also noted in pigs infected
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Fig. 5. BROD activity (pmol of resorufindmg of proteinfming in liver
micrmames from femmals CSTELS mice infected with B Berghei
{MALjand their age-paired non-infectzd contrals {CON). Parsitemia
rates (%) of mice on the day of sscnfice were: 250 (12.0-67.04, Bare
show mears (£5.00) of 15 mice. An asterisk (*indicates that infected
group differs from the non-infected control group (Mann—Whitney
L-tent, P <(0L05).

with Taenia solium cysticerci [2]. Along the same line,
Gentile etal. [13] found a twofold increase in lacl muta-
tions (Big Blue transgenic mouse assay ) in mice infected
with the trematode worm Fasciola hepatica as compared
to non-infected controls. Although the foregoing stud-
ies suggest that helminthic infections may cause genetic
damage, as far as we are aware. there is no previous study
on the induction of chromosome damage by malaria and
other protozoan infections.

P berghei infection scemed o have increased
PCEMCE ratio, at least in those cases n which ele-
vated rates of parasitermia wer achieved. During blood
stage malaria, schizont rupture and erythrophagocytosis
is one of the causes of anemia, which in turn — via an
increased erythropoictin production in the kidneys — pro-
motes erythropoiesis in the bane marrow and an influx
of immature erythrocyles into the Blood to alleviate ane-
mia [14]. It has been reported, however, that parasite
toxins may also play arole in the pathogenesis of malar-
ial anemia. In C5TBL/S mice, for instance, P berghei
ANKA exoantigens were shown to affect proliferation
of spleen and bone-marrow hematopoietic cells [15,16].
It deserves to be further investigated whether P2 berghei
toxins n addition to affecting proliferation also induce
chromosome damage in bone-marrow cells.

Our data also showed that P berghed infection mod-
ulates effects of direct (EMS) and indirect (CPA and
DMBA) mutagens in the mouse bone-marrow micronu-
cleus assay. The effects of indirect clastogens activated
by CYP2H and 3A (CPA) and CYPLA (DMBA) were
down modulated while the effect of a direct acting agent
{EMSiwas enhanced in infected mice. Since activities of
CYP2B and |A were depressed by malaria. the forego-
ing results are consistent with the hypothesis that down
modulation of CPA and DMBA clastogenicity was due
to a slower rate of metabolic activation of these com-
pounds in infected mice. Results from a previous study
by Angsubhakom et al. [B] also seem to support this
interpretation. These authors demonstrated that hepato-
carcinogenic effects of AFB 1, a pro-carcinogen activated
by CYPisoforms, were markedly reduced in rats infected
with P berghei [B].

Malaria has been shown to cause an almost general-
ized depression of CYP-mediated biotransformation of
xenobiotics thereby slowing elimination of a variety of
xenohiotics in humans and rodents [17,18]. Futhermore,
since CPA is a pro-dug used in the treatment of cancer,
findings fram this study also suggest that its therapeutic
effect is attenuated during malaria infection. The mech-
anism by which malaria infection enhanced clastogenic
effects of EMS, on the other hand, remains to be further
elucidated.
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T is of nots that Montero et al [4] demonsiraied chai
Eenoitoxic affecis of TP, banxof c]pyrzns and oflacxin
B | were all increasead in rabs infacied with TT szeadfemma
mnd that this increased suzceptibility possibly aroses Erom
the indoction of hepatic CYP iscforms imvolved in the
metsbalic sctivarion of these roemuogen:. Moreover,
Eirby et al. [19] found that infecdon with the trema-
iode Opisgomhis viveranidindoced CYP2AS aciwicy and
incrzased the Formation of AFBL adducis in the liver of
hamsiers. Evidence provided by the foregaing stodiss
showing thar belminthic infections increass the suscepri-
bility 1o procarc incgens has ba2en viewsd as an indication
ihat infections dissasss may increme be risk of cancer
inindividuoals exposed o chemical carcinogens. Resulis
presznted in this papsr, horwewer, suggesi that infzclions
may zikher increase or reduce chemical carcinocgenesis
depending on the typs of infectious ageznt. che phass
of infection and whether e chamical is a direct or an
indireci carcinogen.
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ANEXO 4
CERTIFICADO CEUA




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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