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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Mecanismos patogénicos de-
sencadeados pelo Plasmodium berghei sugerem que suplementagio
prévia com antioxidantes possa exercer papel preventivo ao estabe-
lecimento da maldria. O objetivo deste estudo foi estudar os efeitos
de suplementos antioxidantes sobre o estresse oxidativo cerebral e
pulmonar e sobre a sobrevida de camundongos infectados. ME-
TODOS: Estudo experimental que utilizou camundongos dividi-
dos em 3 grupos de 10 animais cada. O grupo I correspondeu
ao grupo controle positivo, o grupo II foi formado por animais
tratados com N-acetilcisteina e o grupo Il com Agaricus sylvaticus.
Observou-se a sobrevida e coletaram-se amostras de tecido pulmo-
nar e cerebral no dia de ébito de cada animal. Avaliou-se a para-
sitemia, os niveis de malondialdeido e a capacidade antioxidante
equivalente ao trolox. RESULTADOS: Nio se encontrou relagio
significativa entre a administracio prévia de Agaricus sylvaticus e
N-acetilcisteina e o tempo de sobrevida ou sobre a parasitemia dos
animais infectados. Entretanto, niveis de malondialdeido no cére-
bro dos animais do grupo controle foram significantemente maio-
res (p<0,0001) que do N-acetilcisteina e Agaricus sylvaticus, sendo
os valores do N-acetilcisteina menores que do Agaricus sylvaticus.
Para capacidade antioxidante equivalente ao trolox cerebral, o gru-
po N-acetilcisteina apresentou valores significantemente maiores
(p<0,05) que o Agaricus sylvaticus. Encontrou-se moderada cor-
relagio negativa (r=-0,73; p=0,02) entre malondialdeido cerebral
e sobrevida. CONCLUSAO: Estes dados sugerem que, apesar

do nivel de estresse oxidativo apresentar correlagio negativa com
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a sobrevida dos animais, o uso de suplementos antioxidantes nio
promoveu aumento na expectativa de vida dos animais suplemen-
tados. Isto pode ter decorrido das doses utilizadas de antioxidantes
ou das substincias empregadas.

Descritores: Agaricus sylvaticus; Maldria; N-acetilcisteina; Antio-
xidantes; Estresse oxidativo; Camundongos.

ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Pathogenic mechanis-
ms triggered by Plasmodium berghei suggest that prior supple-
mentation with antioxidants may have a preventive role in the
onset of malaria. The objective of this study was to study the
effects of antioxidant supplements on brain and pulmonary oxi-
dative stress and on the survival of infected mice. METHODS:
An experimental study using mice, which were divided into 3
groups of 10 animals each. Group I corresponded to the positi-
ve control group, group II was formed by animals treated with
N-acetylcysteine and group III with Agaricus sylvaticus. Sur-
vival was observed and samples of lung and brain tissues were
collected on the day of death of each animal. Parasitemia, the
levels of malondialdehyde, and antioxidant capacity equivalent
to trolox were evaluated. RESULTS: There was no significant
relationship between prior administration of Agaricus sylvati-
cus or N-acetylcysteine and the survival or parasitemia of infec-
ted animals. However, levels of malondialdehyde in the brain
of animals from control group were significantly higher (p <
0.0001) than those of N-acetylcysteine and Agaricus sylvaticus,
and values from of N-acetylcysteine were lower than of Agari-
cus sylvaticus. For brain antioxidant capacity equivalent to tro-
lox, N-acetylcysteine group showed significantly higher values
(p < 0.05) than Agaricus sylvaticus. A mild negative correlation
(p = 0.02 and R = -0.73) between brain malondialdehyde and
survival was found. CONCLUSION: These data suggest that,
although the levels of oxidative stress presented negative corre-
lation with animals survival, the use of antioxidant supplements
did not provide an increase in life expectancy of supplemented
animals. This may have occurred due to the doses of antioxi-
dants or of substances used.

Keywords: Agaricus sylvaticus; Malari; N-acetylcystein; Antioxi-
dants; Oxidative stress; Mice.
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INTRODUCAO

A maldria representa um grave problema de satide publica no
mundo, com cerca de 40% da populagio exposta ao risco de con-
trair a doenga em mais de 100 paises. Dados da Organizagio
Mundial de Sadde (OMS) indicam que haja cerca de 300 a 500
milhoes de novos casos e cerca de um milhdo de mortes por ano.
No Brasil, a doenga apresenta elevado risco de transmissdo na
regiio da Amazodnia Legal, com incidéncia bastante elevada (IPA
15,9/1.000).

A elevada mortalidade da doenca decorre da falta de conhecimen-
to dos complexos mecanismos fisiopatogénicos envolvidos na do-
enga, & despeito dos extensos esforgos no estudo desta antiga do-
enca. Entretanto, modernamente discute-se o envolvimento dos
radicais livres, através do estresse oxidativo, na fisiopatogenia da
maldria®®. Também se discute o papel do 6xido nitrico (NO)!®1)
e das defesas antioxidantes">'% nestes processos.

De fato, a infecgao pelo Plasmodium berghei (PB) envolve diver-
sas vias de regulagio redox em diferentes estdgios evolutivos do
parasita. Nesse sentido, parece haver correlagio entre estas vias
e os mecanismos patogénicos desencadeados ou induzidos pelo
parasita na célula hospedeira. Tais mecanismos tém como base
a produgio de radicais livres e defesas antioxidantes nas células
hospedeiras, integradas a expressio de citocinas diversas com o
intuito de debelar a infeccio®!?. Contudo, a relacio entre o esta-
do redox do parasita e das células hospedeiras é muito complexa,
inclusive envolvendo a produgio de NOU1V,

Por outro lado, firmacos antimaldricos também sao indutores de
estresse oxidativo, tais como a cloroquina e a artemisinina®*19,
0 que torna o panorama redox nesta doenca bastante complexo
e intrincado.

Adicionalmente, os plasmddios s3o altamente suscetiveis a altera-
¢oes no equilibrio redox, as quais podem contribuir para mani-
festacoes da doenca, tal como a maldria cerebral!?, bem como as
alteragoes oxidativas em eritrécitos infectados com P falciparum
parecem estar associadas ao envelhecimento acelerado destas cé-
lulas e contribuir para o desenvolvimento da anemia apresentada
por estes individuos"?. O desenvolvimento da anemia pode pro-
mover alteragoes da fisiologia circulatéria, levando a existéncia de
momentos alternados de hipéxia com manutengio da oxigenagio
tecidual em niveis basais, favorecendo a participagao da sindrome
de isquemia e reperfusido, responsavel pela produgio adicional de
radicais livres!”.

Por outro lado, para se proteger da agressao oferecida pelo estresse
oxidativo intraeritrocitdrio, o parasita possui uma organela ca-
paz de produzir o antioxidante 4cido alfa lipéico. Esta organela,
o apicoplasto, foi provavelmente incorporada ao parasita como
adaptagdo evolutiva, uma vez que também estd presente como
simbionte em algas vermelhas"¥. Outras moléculas antioxidantes
sdo produzidas pelo parasita e incluem a glutationa (GSH)"?, a
vitamina B6"%, as enzimas superdxido dismutase e outras®”.
Adicionalmente, a expressdo de citocinas pela hemozoina, um
metabélito do parasita liberado durante a esquizogenia, parece
ser dependente da producio de radicais livres e pode ser inibida
pela adi¢ao da enzima antioxidante superéxido dismutase®?.
Segundo alguns autores o potencial antioxidante dos cogumelos
do género Agaricus pode interferir na sobrevida do hospedeiro
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infectado pelo Plasmodium. Sabe-se que muitos dos constituintes
presentes no Agaricus sylvaticus (AS) possuem atividades antioxi-
dantes, como por exemplo, isoflavona, riboflavina, dentre muitos
outros®*?. Como ocorre esse processo e quais fatores interferem
nas alteragoes oxidativas do hospedeiro ainda encontra-se em fase
de investigagio®9.

Diante do papel do estresse oxidativo na fisiopatologia da do-
enca, a suplementagio prévia com fontes ricas em antioxidantes
apresenta potencial para prevencio do estabelecimento da doenga
e, dentre o universo de antioxidantes existentes, dois sdo particu-
larmente interessantes: a N-acetilcisteina (NAC), tnica substin-
cia exdgena indutora de sintese endégena de glutationa reduzida
conhecida até o momento"? e os cogumelos do género Agaricus,
identificados como portadores de elevada capacidade antioxidan-
te total®?.

Assim, os objetivos do presente estudo foram avaliar o efeito da
administracdo prévia de suplementacio nutricional antioxidante
com Agaricus sylvaticus ou N-acetilcisteina na evolugio da mald-
ria e sobre o tempo de sobrevida de camundongos infectados pelo
PB e verificar a existéncia de correlacdo entre o estresse oxidativo
pulmonar e cerebral com a parasitemia dos animais.

METODOS

Estudo do tipo experimental realizado entre janeiro e agosto de
2011. Foram utilizados 30 camundongos (Mus musculus) ma-
chos da raca Swiss, adultos jovens, procedentes do Biotério do
Instituto Evandro Chagas (IEC), Belém/PA. Os animais foram
divididos randomicamente em trés grupos, que foram acompa-
nhados diariamente para observagio da sobrevida, sendo reali-
zadas coletas de amostras de sangue, tecido pulmonar e cerebral
no dia relatado como de 6bito de cada animal para realizagao da
parasitemia, bem como para dosagem de marcadores de estresse
oxidativo e da defesa antioxidante. Os grupos foram constitu-
idos em Grupo I - Grupo controle - GC (n=10): corresponde
ao grupo positivo constituido por animais que foram infectados
pelo 2 berghei; Grupo 11 - NAC (n=10): animais infectados pelo
P berghei e tratados com NAC; Grupo III - AS (n=10): animais
infectados pelo P berghei e tratados com Agaricus sylvaticus.

Os camundongos foram induzidos 4 maldria pela inoculagio in-
traperitoneal de 10" hemdcias infectadas pelo PB, diluidas em
0,2mL de solug¢o salina estéril. A cepa de PB foi fornecida pelo
Laboratério de Neuroquimica da Universidade Federal do PardA.
Apbés a inoculagio das hemdcias infectadas nos animais dos trés
grupos, estes foram acondicionados em gaiolas individuais para
roedores e mantidos com ragio e dgua ad libitum.

Os animais do grupo NAC foram pré-tratados com os antio-
xidantes NAC, em forma de solugio aquosa a 5%, na dose de
0,4mL/kg de peso corporal do animal, ou Agaricus sylvaticus
(grupo AS), em forma de solugio aquosa a 1%, na dosagem de
0,2mL/kg de peso corporal. Os suplementos foram administra-
dos por gavagem 24h antes e a cada 24h, apés a infeccio pelos
plasmédios, até o dia de ébito.

Homogeneizado de tecidos: apds a retirada de fragmento do teci-
do para realizacio de exame anatomopatoldgico, a massa pulmo-
nar e cerebral restante retirada dos animais foi pesada e acrescida
de solu¢io tampio salina fosfato PBS na propor¢io 1:10 (m:m).
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Na sequéncia, dentro do copo béquer em que foram pesados, o
pulmio e o cérebro foram picotados com tesoura de ponta fina
para produzir fragmentos menores, com a finalidade de facilitar a
sua homogeneizagio. O processo de homogeneizagio foi realiza-
do em um disruptor de células ultrassonico (Thornton, D. Cel),
por um tempo de quatro minutos apds a sintonizagio da agulha
de homogeneizacio, estando o aparelho selecionado na poténcia
de 10 W. Durante o processo de homogeneizagio o copo béquer
contendo o material foi mantido dentro de gelo picado para evi-
tar que o calor produzido no processo comprometesse a viabili-
dade das amostras.

O potencial antioxidante foi determinado segundo a sua equi-
valéncia a um potente antioxidante conhecido, o trolox (4cido
6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; Aldrich
Chemical Co 23881-3), andlogo sintético hidrossolavel da vi-
tamina E. Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na re-
acdo entre o ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-4cido-6-
-sulfénico-diaménio — Sigma A1888) com persulfato de potdssio
(K2S208), produzindo diretamente o radical cdtion ABTSe+,
croméforo de coloracio verde/azul, com absorbincia mdxima
nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nm 21-22. A adi-
¢ao de antioxidantes a este radical cdtion pré-formado o reduz
novamente a ABTS, na extensao e escala de tempo dependente
da capacidade antioxidante, concentragio de antioxidantes e du-
racdo da reacdo. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria
pela observagio da mudanga na absorbéncia lida a 734nm du-
rante um determinado intervalo de tempo. Assim, a extensdo da
descoloragao como indice de inibicio do radical cdtion ABTSe+
¢ determinada como a atividade antioxidante total da amostra,
sendo entio calculada a sua relacio com a reatividade do trolox
como padrio, sob as mesmas condigdes. Os resultados finais fo-
ram expressos em micromoles por litro (uM/L) correspondente &
concentragio do trolox com capacidade antioxidante equivalente
a da amostra testada, padrao de medida este denominado TEAC
(trolox equivalent antioxidant capacity)®29.

Dosagem do malondialdeido (MDA)

Baseia-se na reacio de duas moléculas do 4cido tiobarbittrico
(TBA) com uma molécula de MDA, formando um complexo
TBA-MDA-TBA de cor résea, com absorbincia em 535 nm®2%).
Com o propésito de verificar a parasitemia, foi realizado um
esfregaco sanguineo, corado pelos métodos de Guiemsa e May-
-Grunwald, contando-se, em um total de 200 hemdcias, o ndme-
ro de hemdcias parasitadas. A razao entre o nimero de hemdcias
parasitadas e o niumero de hemdcias contadas (200) foi conside-
rada como o grau de parasitemia.

Andlise estatistica

Para cada parAmetro analisado foi realizado o teste de Varidncia
Muiltipla, através do uso do soffware Bioestat 5.0 (Instituto de
Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud, Belém — PA, Brasil).
Quando se identificou a existéncia de diferencas significativas,
estas foram exploradas em comparagio pareada entre os grupos,
através do teste de Tukey. Para verificacdo de possivel correlagio
entre parAmetros, foi realizado o teste de correlagio de Pearson,
considerando-se os valores pareados de dois parAmetros obtidos
para um mesmo animal, realizando-se os cdlculos com os dados
obtidos de todos os animais simultaneamente, independente do
grupo a que pertencam. Para os pares de valores em que houve
uma suspeita de relagio linear, se fez uma andlise de regressao
utilizando-se todos os animais de ambos os grupos simultanea-
mente. Em todos os testes foi considerado um nivel de signifi-
cancia de 5% (p<0,05).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
animais de experimenta¢io da Universidade Federal do Pard, se-
gundo Parecer MED 014/2008.

RESULTADOS

Quanto 2 investigacio da relagio entre a administragio prévia
de suplementagao nutricional antioxidante com AS ou NAC ¢
o tempo de sobrevida dos animais infectados, o teste ANOVA
(p=0,5021) indica que nio existem diferencas estatisticamente
significativas entre os tempos de sobrevida dos grupos de animais
estudados. Estes dados estdo apresentados na tabela 1.

Em relagao a andlise do estresse oxidativo pulmonar e cerebral
dos camundongos, encontrou-se diferenga significativa para and-
lise de MDA no cérebro entre os grupos (p<0,0001), sendo os
valores dos dois grupos suplementados menores que o GC. Esses
dados foram explorados pelo teste de Tukey, ocorrendo signifi-
cancia entre GC ¢ NAC (p<0,01), entre GC ¢ AS (p<0,05) ¢
entre NAC e AS (p<0,05).

Para 0 TEAC cerebral também houve significAncia estatistica en-
tre 0 AS e o GC (p=0,0409), bem como o AS apresentou valo-
res estatisticamente menores que o NAC, com p<0,05 entre o
NAC ¢ o AS. Nao foi encontrada significAncia na andlise entre
os grupos para 0 MDA e TEAC pulmonar, nem na parasitemia e
sobrevida dos grupos estudados.

Na investigacio de possivel correlagio entre parimetros através
do teste de Pearson, nio se encontraram correlacoes significan-
tes, exceto moderada correlagio positiva entre TEAC e sobrevida
para amostras pulmonares, quando se consideraram todos os ani-
mais (Figura 1; R=0,4540; p=0,0193), correlacio negativa entre

Tabela 1 — Valores de Malondialdeido, capacidade antioxidante equivalente ao trolox, parasitemia e sobrevida dos grupos estudados

MDA (ng/mlL) TEAC (mmol/L) Parasitemia . .
Grupos n o Sobrevida (dias)
Cérebro Pulmio Cérebro Pulmio (%)
GC 10 36956 + 7034 6878 + 4599 12,02 + 2,77 18,29 + 4,50 32,0 £ 18,2 10,1 + 4,95
NAC 9 21255 + 4669** 5092 + 1647 13,36 + 0,93 21,04 + 3,50 32,4+ 13,2 11,33 + 4,58
AS 10 28673 + 5880* 6769 + 4039 11,48 + 2,05 17,76 + 4,33 28,6 +11,3 8,7 + 4,83

MDA = malondialdeido; TEAC = capacidade antioxidante equivalente ao trolox; GC = grupo controle; NAC = animais tratados com N-acetilcisteina; AS = animais

tratados com Agaricus sylvaticus.

*= p<0,05 versus GC; ** =p<0,01 versus GC; * =p<0,05 versus NAC; *=p<0,05 versus NAC.
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MDA e sobrevida para amostras cerebrais, quando se considera-
ram todos os animais (R=-0,3862; p=0,0393), além de forte cor-
relagao positiva entre MDA e parasitemia para amostras pulmo-
nares, quando se consideraram s6 os animais do AS (R=0,8182;
p=0,0028).
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S 400000 %
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Figura 1 — Correlagao entre a capacidade antioxidante equivalente ao
trolox e sobrevida em amostras pulmonares de camundongos, conside-
rando todos os animais dos 3 grupos simultaneamente

TEAC = capacidade antioxidante equivalente ao trolox; MDA = malondialdeido.
DISCUSSAO

Os mecanismos do envolvimento de antioxidantes e do estresse
oxidativo na patogénese da maldria em humanos ainda nio estio
claros. No entanto, tem se proposto que antioxidantes, tais como
carotenoides ou vitamina E, poderiam fornecer protegio con-
tra o estresse oxidativo induzido pela infeccio do Plasmodium,
modulando a resposta imune. Nao obstante, a a¢do inibitéria da
NAC sobre a citoaderéncia de células vermelhas sanguineas infec-
tadas com Plasmodium falciparum também se deve a expressao de
CD36 e dissolucio de agregados pré-formados"?.

A deformidade da populacio de eritrécitos infectados correla-
ciona-se diretamente com a gravidade da doenca, o que com-
promete o fluxo da microcirculagio sanguinea, parcialmente
obstruido pela citoaderéncia das hemdcias infectadas. Entretan-
to, suplementagio com NAC ou outras moléculas antioxidantes
atuariam prevenindo e revertendo a deformidade induzida pelos
produtos heme, bem como decorrentes das alteragoes oxidativas
nos eritrdcitos, promovendo dessa forma protecio ao hospedeiro
e, desta forma, podendo estar relacionada a um maior tempo de
sua sobrevida.

Paralelamente, a despeito de se considerar a capacidade de induzir
o estresse oxidativo como mecanismo de acio de firmacos antima-
ldricos, muito recentemente diversos extratos de plantas e outros
produtos naturais tem sido testados em fungio de suas proprieda-
des antioxidantes, assim, interferindo nos mecanismos da doenga
através de modulagao da via de sinalizagio celular e nao agindo
diretamente sobre os parasitos, induzindo-lhes a morte. Esta abor-
dagem tem apresentado resultados muito promissores, com taxas
de atividade esquizonticida e antiparasitdrias elevadas, porém com
menores alteragoes no balango redox dos hospedeiros. Algumas das
plantas testadas com este fim incluem folhas de Piper betle 1.*,
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Anogeissus leiocarpus®”, sementes de Nigella sativa®”, e flavonoi-
des de Artemisia annua L.*?. Também se sugere que frutos de ca-
cau possam apresentar efeito malaricida®?.

Adicionalmente, cogumelos Agaricus sylvaticus, que apresentam
elevada capacidade antioxidante®, foram testados em camun-
dongos infectados pelo P berghei promovendo aumento da ca-
pacidade antioxidante total dos animais, bem como diminuicio
de marcadores da peroxidagao lipidica e do éxido nitrico em
amostras de pulmao e cérebro desses animais. Estas alteracoes
bioquimicas foram correlacionadas a reducao significante da pa-
rasitemia dos animais®*.

Nesse sentido, no presente estudo encontrou-se diferenca sig-
nificativa entre os grupos estudados para valores de MDA das
amostras cerebrais, evidenciando a ocorréncia do estresse oxida-
tivo no cérebro dos animais infectados, sendo que o grupo NAC
apresentou valores menores que o AS, o que pode significar uma
possivel melhor protecio da NAC sobre o estresse oxidativo do
que o AS neste modelo experimental de maldria. Para os valores
de TEAC, que expressa o potencial antioxidante total da amostra,
nio foram encontradas diferencas entre os grupos, provavelmen-
te decorrente do consumo de antioxidantes apresentados pelos
animais em decorréncia do estresse oxidativo. Entretanto, estes
resultados sugerem que a administracio de ambos os suplemen-
tos antioxidantes tenha promovido redug¢do no estresse oxidativo
decorrente da infecgdo pelo plasmddio nesses animais e possa se
constituir em estratégia adjuvante no tratamento da doenga.

Os valores de MDA e TEAC nas amostras pulmonares nio mostra-
ram qualquer relagio significativa, o que pode significar a existén-
cia de vias bioquimicas redox diferentes no cérebro e no pulmao.
Encontrou-se boa correlagio positiva entre MDA pulmonar e pa-
rasitemia no grupo AS, com valores significativos, o que indica
que niveis elevados de estresse oxidativo sio acompanhados de
evolucio menos favordvel, com maior percentual de parasitemia.
Entretanto, a despeito das alteragoes oxidativas observadas, o ob-
jetivo primdrio do presente estudo inclufa a avaliagio do efeito
dos suplementos antioxidantes sobre a sobrevida dos animais in-
fectados pelo P berghei. Encontrou-se também moderada corre-
lagdo negativa entre MDA cerebral e sobrevida no grupo NAC.
Estes dados sugerem que, apesar dos niveis de estresse oxidativo
se correlacionar negativamente com a sobrevida dos animais, o
uso de suplementos antioxidantes ndo promoveu aumento na ex-
pectativa de vida dos animais suplementados.

Poucos estudos disponiveis na literatura abordaram o efeito de
suplementos antioxidantes em modelos da doenca: Srivastava et
al.®® demonstraram que a suplementacio combinada de quela-
dores de metais e antioxidantes promovia a diminui¢ao de mar-
cadores do estresse oxidativo e o aumento da sobrevida em Mas-
tomys coucha. Levander et al.®” administraram dietas deficientes
em vitamina E a animais infectados por P yoelli, verificando a
diminui¢do da sobrevida, o que era revertido pela adicao de 6leos
de peixe, sugerindo que a manipulagio do estado antioxidante do
hospedeiro possa se converter em estratégia promissora de con-
trole da doenca.

Coletivamente, os dados do presente estudo sugerem que a ad-
ministragio de suplementos antioxidantes reverte as alteracoes
oxidativas associadas a infecgio pelos plasmédios e, portanto, po-
derfamos esperar algum reflexo sobre a expectativa de vida destes

249



Warwick LV, Moreira D, Gomes RQ, Carvalho EP e Percdrio S

animais. Entretanto, nio se encontrou relacio significativa entre
a administragao prévia de AS ou NAC e o tempo de sobrevida ou
sobre a parasitemia dos animais infectados.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados sugerem que, embora diminuindo o
estresse oxidativo, o uso destes antioxidantes ndo promova alte-
racoes na sobrevida dos animais. Eventualmente, doses maiores
desses suplementos possam promover esse efeito, entretanto,
mais estudos sio necessdrios para se verificar esta sugesto.
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