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RESUMO



A malaria € um dos problemas mais importantes de saude publica mundial,
devido sua grande morbi-mortalidade e sua ampla distribuicdo geografica. As
manifestagdes clinico-patoldgicas observadas na malaria decorrem da hiperativagao
do sistema imunitario com produgdo aumentada de citocinas, particularmente do
FNT, que participa da ativagcao do sistema imunitario e da defesa antiplasmaédio,
mas por outro lado, esta envolvido nos mecanismos imunopatogénicos. A
pentoxifilina € um inibidor da via de sinalizacio e transcricdo do NF-kB que promove
a transcricao de varios componentes da resposta imune, inclusive do FNT, podendo
modular algumas fung¢des do sistema imunitario. Este trabalho avaliou a influéncia
da pentoxifilina sobre a evolugdo da malaria e sobre as fun¢gdes dos macroéfagos em
camundongos susceptiveis ou ndo a malaria cerebral. Foram estudados
camundongos Balb/C e CBA infectados com 10° eritrécitos parasitados por
Plasmodium berghei ANKA, tratados a partir do terceiro dia de infecgdo com 8
mg/kg/dia de pentoxifilina ou com NaCl 0,9%. Outros dois grupos nao infectados
foram tratados com 8 mg/kg/dia de pentoxifilina ou com NaCl 0,9%. No oitavo dia de
infeccdo, o sangue foi obtido para a determinagdo do FNT e os macrofagos foram
recuperados da cavidade peritoneal para avaliagdo, in vitro, das funcgdes
imunoldgicas. A capacidade fagocitaria dos macréfagos peritoneais foi avaliada pelo
teste de fagocitose em placa sendo determinado o indice fagocitario. A produgao de
oxido nitrico foi determinada pela reagado de Griess. O peroxido de hidrogénio foi
determinado pelo teste de oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de
peroxidase. O FNT foi avaliado no soro e nos sobrenadantes das culturas dos
macrofagos pelo teste imunoenzimatico. Foi avaliada também a influéncia da
pentoxifilina sobre a parasitemia, o hematocrito, o peso e a mortalidade. O
tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina aumentou em um dia o inicio da morte e
em trés dias a sobrevida dos camundongos Balb/C e retardou a parasitemia em
quinze dias em relagdo aos animais nao tratados. Nos camundongos CBA, a
pentoxifilina ndo alterou a parasitemia nem influenciou o inicio da morte, porém,
aumentou em treze dias a sobrevida dos animais. Enquanto, os camundongos
Balb/C infectados e tratados morreram a partir do décimo segundo dia com
parasitemia de 52,4%, anemia com hematécrito de 12,2% e menor perda de peso;
os camundongos CBA morreram a partir do oitavo dia com uma parasitemia de 7,3%
e hematdcrito de 43%, entretanto a pentoxifilina ndo influenciou a evolugcéo do peso.
Foi observado que o tratamento com a pentoxifilina estimulou o aumento da

capacidade fagocitaria dos macrofagos peritoneais dos camundongos Balb/C, por
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meio dos receptores para opsoninas, mas nao alterou a fagocitose nos
camundongos CBA. Observamos também que a producdo de FNT & maior no
sobrenadante das culturas de macrofagos peritoneais do que no soro e que a
producdo basal de FNT €& maior nos camundongos Balb/C infectados e tratados do
que nos camundongos CBA infectados e tratados. Observamos ainda que a
pentoxifilina ndo alterou a produgcdo de perdxido de hidrogénio pelos macréfagos
peritoneais dos camundongos Balb/C e CBA infectados com Plasmodium berghei
ANKA. Apesar do tratamento com pentoxifilina ndo ter alterado a produc¢ao basal ou
estimulada de oxido nitrico nos camundongos Balb/C, a droga promoveu um
aumento significante da produgao basal de 6xido nitrico nos camundongos CBA
infectados pelo Plasmodium berghei ANKA. Nossos dados sugerem que as duas
cepas de camundongos apresentam mecanismos imunopatogénicos diferentes e
que a hiperativagédo do sistema imunitario que ocorre nas formas graves da malaria
esta relacionado provavelmente com as caracteristicas genéticas do individuo, que
determinardo o tipo de evolugdo da doenca. Demonstram também que a
pentoxifilina n&o interferiu de modo significante na resposta do sistema imunitario
envolvida na imunopatogenia nos camundongos Balb/C, ndo susceptiveis a forma
cerebral da malaria, melhorando inclusive alguns aspectos evolutivos da doencga
como a sobrevida e o retardo da parasitemia. Sugerem, portanto, que a utilizagao da
pentoxifilina como terapéutica complementar as drogas antiplasmodiais, na dose de
8mg/kg/dia, antes das manifestagbes clinicas de gravidade, deve ser avaliada em
seres humanos, com o objetivo de diminuir a grande morbidade e mortalidade da

malaria.
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ABSTRACT



Malaria has global importance in health care due to its high prevalence,
worldwide geographic distribution and high morbidity and mortality. The
pathophysiology and clinical manifestations of the disease are manly caused by
hiperactivation of immune system with high production of cytokines, mainly TNF,
which may modulate several functions of the immune system. Furthermore, TNF is
involved in anti-plasmodial defense. However, this cytokine may also participate in
malaria immunopathology. Pentoxifylline is a phosphodiesterase inhibitor that has
suppressive effect on TNF production by probably acting on NF-kB signaling
pathway. It has been shown that this drug can modulate many functions of the
immune system. This work aimed to evaluate the influence of pentoxifylline on
malaria outcome and on macrophage functions of susceptible (CBA) and not
susceptible (Balb/C) mice to cerebral malaria. The Balb/C and CBA mice were
injected with 10° Plasmodium berghei ANKA infected-erythrocytes, and after three
days mice were treated with 8mg/Kg/day of pentoxifylline or NaCl 0,9%. Two other
not infected groups were treated the same way. On the eightieth day after infection,
blood was collected and macrophages were obtained from peritoneal cavity to
assess, in vitro, immunological functions. Phagocytosis was evaluated by phagocytic
index. Nitric oxide production was evaluated by Griess reaction. Hydrogen peroxide
production was evaluated by phenol red oxidation. TNF production was assessed in
serum and supernatant of peritoneal macrophage cultures by immunoassay test.
Influence of pentoxifylline on parasitemia, hematocrit, body weight and mortality were
assessed. Pentoxifylline increased in one day the beginning of death and in three
days the survival time and delayed the increase of parasitemia in fifteen days in the
Balb/C mice. Pentoxifylline did not influence parasitemia and neither influenced the
beginning of death of the CBA mice. However, this drug increased thirteen days the
survival time of these animals. While, infected-treated Balb/C mice began to die on
twelfth day post-infection with 52,4% of parasitemia, 12,2% of hematocrit and less
weight body loss, infected-treated CBA mice began to die on eighties day post-
infection with 7,3% of parasitemia and 43% of hematocrit. Although pentoxifylline
enhanced the phagocytic capacity of the Balb/C peritoneal macrophages by
opsoninreceptors, it did not influence the phagocytosis of the CBA mice in both
groups. TNF production by peritoneal macrophages was higher than TNF serum
levels. Furthermore, the production of TNF by the infected-treated Balb/C group was
higher than that produced by CBA group. Pentoxifylline did not influence hydrogen

peroxide and nitric oxide production by macrophages of both CBA and Balb/C mice,
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except for Plasmodium berghei ANKA infected-treated CBA mice, in which the
treatment increased the production of this cytokine. Our findings suggest that both
CBA and Balb/c mice show different immunopathological mechanisms and that the
hiperactivation of immune system seems to be related to individual genetic features,
which may determinate the malaria outcome. Moreover, pentoxifylline therapy did not
influence the disease outcome and immune response of mice not susceptible to
cerebral malaria (Balb/C), but it improved some features of the disease, such as
survival and parasitemia. Our data suggest that pentoxifylline associated to anti-
plasmodial therapy, before clinical manifestations of severity of the disease, should

be evaluated to reduce the morbidity and mortality of severe human malaria.
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INTRODUCAO



A malaria € uma das doencas infecciosas humanas mais prevalentes e de
importante expressdo mundial por apresentar altas taxas de morbidade e
mortalidade e por causar vulnerabilidade social e perdas econbdmicas,
principalmente nos paises pobres, onde as regras sociais e culturais, a politica, a
percepcdo da doenca, as crengas, a situacdo econdmica e o acesso a redes de
saude e ao tratamento, contribuem, ainda mais, para seu impacto social e
econdmico, sua transmissdo e manutengdo (Sachs & Malaney, 2002; Jones &

Williams, 2004; Guinovart e cols, 2006).

A malaria esta presente em 105 paises e mais de 50 % da populagdo mundial
estdo expostas a doencga, sendo que cerca de 300 a 500 milhdes de casos novos
surgem anualmente, ocasionando acima de 1 milhdo de mortes anuais. O continente
africano, contudo, detém 90% da mortalidade mundial, na sua maioria, de criangas
menores de 5 anos de idade (Greenwood e cols, 1991; Breman e cols, 2004; Suh e

cols, 2004; WHO, 2006).

No Brasil, apesar da reducdo expressiva do numero de casos até 2002
(348.259 casos), desde 2003 observa-se novamente um aumento na incidéncia de
casos da doenga, refletindo a dificuldade na sustentagcao das estratégias de controle
da malaria no pais. Segundo dados da Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica do
Ministério da Saude na Amazénia Legal, em 2004 foram notificados 463.792 casos,
concentrando-se a maioria na faixa etaria de 15 a 49 anos (59%), seguido pelo
grupo até 15 anos de idade, que representou 32% dos casos e pelo grupo acima de

49 anos com 9% dos casos (Bértoli & Moitinho, 2001; Silva-Junior, 2005).

A malaria é transmitida por fémeas de Anopheles que ao fazerem repasto
sanguineo inoculam os esporozoitos na derme do hospedeiro (Pimenta e cols, 1994;
Tadei & Dutary Thatcher, 2000). O esporozoita € a forma infectante do parasita da

malaria que s&o protozoarios pertencem ao género Plasmodium do filo Apicomplexa;



no entanto, somente 4 das mais de 100 espécies deste género infectam os seres
humanos: P. ovale, P. vivax, P. malarie e P. falciparum. No Brasil, existem, de modo
autoctone, somente as trés ultimas espécies, tendo sido o P. falciparum responsavel
por 14,3% do total de casos novos de malaria no periodo de janeiro a agosto de

2003 (WHO, 2002; FUNASA, 2002; Souza & Riley, 2002).

Da derme, os esporozoitos alcangam um vaso sanguineo e seguem até nos
sinusdides hepaticos, onde infectam o hepatdcito (Mota e cols, 2002; Mota &
Rodriguez, 2004; Yuda & Ishino, 2004). Os plasmddios apresentam antigenos
especificos ja bem conhecidos que promovem a entrada do parasita no hepatdcito,
como a proteina circunsporozoita (CSP) e proteina adesiva relacionada com a
trombospondina (TRAP). Estas proteinas ao se ligarem especificamente a
proteoglicana sulfato de heparan (SH) ou a tetraspanina chamada CD81, presentes
na superficie do hepatdcito, sdo capazes de promover a entrada do esporozoito,
tanto em camundongos quanto em humanos (Frevert e cols, 1993; Silvie e cols,
2003). No interior do hepatdcito, os parasitas passam por uma reproducao
assexuada esquizénica que produz merozoitos, formas capazes de infectar

eritrécitos humanos.

A invasao do eritrocito pelo parasita envolve varios mecanismos, onde varias
moléculas da superficie do plasmddio, como a proteina da superficie do merozoito
(MSPs), a proteina de ligagao do eritrocito (EBA-175), o antigeno da membrana
apical 1 (AMA-1) dentre outras, sdo capazes de se ligarem a diversos receptores na
superficie da hemacia. Um dos mecanismos de entrada na célula ocorre pela
sinalizagao na superficie celular via acido sialico existente nas glicoforinas A, B, C
que compde a membrana da hemacia; por sua vez, esta sinalizacdo pode estimular
a ligagao de proteinas do plasmédio, as chamadas DBLs (Proteinas de ligagdo do

sistema Duffy) e as RBLs (Proteinas de Ligacdo ao Reticuldcito), ao grupo



sanguineo Duffy presentes na membrana da hemacia. Dentro dos eritrécitos, o
Plasmodium sp. passa por outro ciclo esquizbnico que tem como resultado a
producdo de merozoitos infectantes e de gametdcitos. Esses ultimos ao serem
sugados pelo mosquito se reproduzem sexuadamente formando novos

esporozoitos, completando o ciclo biolégico (Talman e cols, 2004).

Durante seu desenvolvimento o plasmaédio interage de varias maneiras com o
organismo do hospedeiro, ou por mudar a superficie da membrana celular da
hemacia, formando protusdes que expressam antigenos do parasito, tais como
PfEMP1, CLAG9 e RSP1/2, capazes de se ligar a diversos receptores do hospedeiro
como o ICAM-1 (CD 54), VCAM-1 (CD106), PECAM (CD31), CD36, trombospondina
(TSP), P-selecitina (CD62P) e E-selecitina (CD62E); ou por liberar moléculas que
possuem um efeito organico sistémico, como a molécula glicofosfatidilinositol (GPI)
que tem a capacidade de se ligar ao receptor TOLL, estimulando uma resposta
inflamatéria no hospedeiro. O resultado das interagdes parasito-hospedeiro pode
sofrer influéncia de varios fatores, como a taxa de multiplicacdo do parasito, a
espécie do plasmddio, o polimorfismo e variagdo antigénica dos plasmodios. Além
dos fatores relacionados ao parasita, fatores relacionados ao hospedeiro também
influenciam no que resultara da relagado entre ambos, como o grau de imunidade do
hospedeiro, suas caracteristicas genéticas, a idade, acrescidos de fatores sociais e
geograficos que podem influenciar em aspectos como a rapidez do acesso ao
tratamento. O somatdrio de todos estes fatores contribui para a expressao clinica
variada da doenca, ainda néo totalmente compreendida, que pode se apresentar
desde forma pouco sintomatica até formas graves que podem causar a morte do
individuo (Brown, 1999; Silamut e cols, 1999; Kyes e cols, 2001; Miller e cols, 2002,

Nebl e cols, 2005).



O Plasmodium falciparum € o principal responsavel pelas formas graves da
malaria humana, onde as alteragdes sistémicas de varios tecidos e 6rgaos podem
ocasionar anemia (Newton e cols, 1997; Kurtzhals e cols, 1999; Jakeman e cols,
1999; Menendes e cols, 2000), comprometimento pulmonar, que pode chegar a
sindrome de angustia respiratoria aguda, (Asiedu & Sherman, 2000; Anstey e cols,
2002; Maitland & Marsh, 2004), nefropatia (Barsoum, 2000; Naqvi e cols, 2003) e
acometimento cerebral (Medana e cols, 2001) onde a mortalidade pode ocorrer em
até 50% dos casos (Warrel, 1987).

A forma cerebral se expressa histopatologicamente pelo sequestro de
eritrocitos parasitados na microcirculagdo cerebral, assim como pela hemorragia e
edema perivascular (MacPherson e cols, 1985; Sein e cols, 1993; Turner e cols,
1994). Fisiologicamente, a acidose metabdlica causada pela infecgéo, juntamente
com a constante hipdxia e reoxigenagado no local de sequestro sdo importantes
causas de dano neuroldgico, consequentemente com perda de fungdo neural e de
integridade do tecido cerebral. Na malaria cerebral, o aumento da expressao de
adesinas nas células endoteliais da microvasculatura leva a aderéncia de hemacias
parasitadas, leucdcitos ativados e plaquetas ao endotélio, subsequentemente
causando obstrucdo ao fluxo vascular, hipoxia e dano a barreira hemato-encefalica

(Miller e cols, 2002; Becker e cols, 2004).

As bases da imunidade clinica na malaria ainda ndo estdo totalmente
esclarecidas, mas sabe-se que as respostas do sistema imunitario para controle da
infeccéo pelo parasita sdo estagio-especificas e de extrema complexidade devido a
magnitude e diversidade dos estimulos antigénicos. Os linfocitos T possuem um
papel fundamental na protecdo contra os plasmddios tanto em humanos quanto em
roedores. Todavia, estes linfécitos podem influenciar a fisiopatologia da doenga. O

equilibrio entre as respostas Th1 e Th2, e consequentemente, entre a resposta pro-



e antiinflamatdéria determinam a evolugdo da parasitemia na malaria, o grau de
anemia, a gravidade clinica, a apresentagao e a evolugdo da doenca (Day e cols,

1999; Riley, 1999).

Na resposta pro-inflamatoria ocorre producao de citocinas como o interferon-
gama (INF-y), interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumoral (FNT), além de
especies reativas de oxigénio e nitrogénio, principalmente o perdxido de hidrogénio
(H202) e o o6xido nitrico (NO). Esse tipo de resposta é critica para a eliminagao do
plasmoédio e estimula a fagocitose pelo macréfago e ativagdo do sistema
complemento (Wenisch e cols, 1997), ambos envolvidos no controle da infecgao.
Por outro lado, a producdo excessiva dos mediadores pro-inflamatérios contribui
para a fisiopatologia das formas graves. Contudo, ainda ndo esta totalmente
esclarecido o mecanismo imunopatolégico envolvido na doenga (Malaguarnera &

Musumeci, 2002; Sansanee e cols, 2004; Becker e cols, 2004).

O FNT é uma citocina pré-inflamatéria pleiotrofica que parece apresentar um
papel chave na patogenia das formas graves da malaria. Ele é secretado
principalmente por fagécitos mononucleares (Vijaykumar e cols, 2001) e neutréfilos
(Chen & Sendo, 2001) em resposta a estimulos variados, como por exemplo, a
molécula glicofosfatidilinositol (GPI), que esta presente na MSPs dos plasmddios, ao
se ligar nos receptores TOLL ativa as vias de sinalizacdo intracelular ERK, JNK e
NF-kB nos macrofagos e neutrdfilos, estimulando a produ¢cdo de mediadores pro-

inflamatdrios (Zhu e cols, 2004).

Em 1987, Grau e cols demonstraram que camundongos CBA/Ca infectados
com o Plasmodium berghei ANKA apresentavam manifestagcdes neuroldgicas e
alteragdes histopatolégicas semelhantes aquelas observadas na forma cerebral da
malaria em seres humanos. Nestes animais os niveis séricos de FNT estavam muito

elevados, enquanto que, o mesmo nao ocorreu nos camundongos Balb/C infectados



com P. berghei e nos camundongos CBA/Ca infectados com P. yoelli, ambos
resistentes a forma cerebral da malaria. Em criancas e adultos, os niveis séricos de
FNT estdo mais elevados nos casos de malaria grave letal do que nos casos nao
letais e encontram-se também mais elevados na malaria cerebral quando
comparados com as outras formas leves da doencga (Grau e cols, 1989; Kwiatkowski

e cols, 1990; Butcher e cols, 1990).

As fungbes bioldgicas do FNT ocorrem apds a ligagcdo de sua estrutura tri-
dimensional (Eck & Sprang, 1989) aos receptores especificos 1 e 2 (R1FNT e
R2FNT) expressos como proteinas de membrana em varias células, os quais podem
também se apresentar como componentes soluveis no sangue (Zhang, 2004).
Segundo McGuire e cols (1998), os niveis séricos destes receptores sao
semelhantes em criangas febris infectadas pelo P. falciparum quando comparadas
com criangas normotérmicas com malaria e criangas normais. Estes autores
também demonstram que os receptores soluveis n&o bloqueiam o efeito pirogénico
do FNT. Entretanto, Piguet e cols (2002) sugerem que a evolugdo da malaria
cerebral é dependente da produgéo excessiva de FNT e do tipo de receptor (R1FNT
ou R2FNT) ao qual este FNT se ligara. Neste trabalho, Piguet e cols demonstraram
que camundongos C57BL/6 nocauteados nos dois alelos codificantes do receptor
R1FENT morriam com malaria cerebral e os camundongos nocauteados nos dois
alelos do R2FNT eram resistentes a esta forma da doenca. Resultado semelhante
foi observado por Lucas e cols, em 1997, em camundongos nocauteados nos genes
codificantes do receptor de FNT 1 e 2; neste trabalho, nos cérebros de animais
CBA/Ca, a expressao de R2FNT estava elevada e a de R1FNT estava normal,

enquanto nos camundongos Balb/C, a expressao de ambos receptores era normal.

O FNT desempenha varias fungdes biologicas, entre elas estdo: (a) a

capacidade de induzir sua prépria producao, além da sintese de outras citocinas



pré-inflamatérias, (b) ativar linfocitos T, (c) estimular a expressdo das moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal 1 e 2 (CPH1 e CPH2) em varias células
e (d) promover o extravasamento de leucdcitos para o sitio de infecgdo (Goetz e
cols, 2004). Na maléaria, o FNT foi capaz de inibir o crescimento in vitro do
Plasmodium falciparum quando adicionado em co-culturas de células
mononucleares humanas e eritrocitos infectados e de promover o aumento da
fagocitose quando nestas culturas eram adicionados também anticorpos anti-P.
falciparum (Muniz-Junqueira e cols, 2001). Por outro lado, a capacidade desta
citocina estimular a expressao de moléculas de aderéncia no endotélio vascular,
como ICAM-1, VCAM-1, PECAM, CD36 e TSP pode facilitar, quando produzida em
excesso, a adesao aumentada de eritrocitos parasitados na microvasculatura
cerebral ocasionando alteragdes na barreira hemato-encefélica, nas jungdes
celulares que contribuem para obstrugdo do fluxo sanglineo nestas vénulas e para

a neurotoxidade (Odeh, 2001; Gimenez e cols, 2003).

O FNT estimula a produgdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
pelos fagocitos por mecanismos ainda pouco esclarecidos, mas sabe-se que a via
do NF-kB esta envolvida. Estas espécies reativas estdo associadas aos
mecanismos microbicidas contra o plasmddio, porém, podem também contribuir
para a fisiopatologia da malaria (Clark & Cowden, 2003; Becker e cols, 2004).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao produzidas fisiologicamente no
metabolismo aerdbio de varias células nas quais, inicialmente, o O, sofre reducao
monovalente formando o ion superoxido (Oy'). Esta reagao é catalisada por sistemas
enzimaticos como a cadeia transportadora de elétrons nas mitocéndrias, as enzimas
metabolizadoras do acido araquidénico (lipoxigenases e cicloxigenases), o
citocromo p450, a xantina oxidase, peroxidases, a sintase do Oxido nitrico,

peroxidases e outras hemoproteinas (Cai, 2005). Outra fonte produtora de O, é o



sistema NADPH oxidase nos leucdcitos. Nos macrofagos nao estimulados, os
componentes deste sistema se encontram complexados tanto na membrana celular
quanto no citosol; quando a célula é estimulada ou na fagocitose, os componentes
do citosol se translocam para a membrana e transferem um elétron do NADPH para
o oxigénio formando o O, (Babior, 1999).

O oxigénio pode ainda sofrer uma reducdo divalente formando H,O, pela
catalisacdo da oxidase da xantina e a oxidase da glicose, contudo a maior
quantidade desta molécula é proveniente da dismutacado do O,. Em pH fisioldgico, a
dismutacdo é rapida, porém ela é acelerada na presencga de superoxido dismutase
(SOD). Na presenga de metais pesados, o H,O, participa da reagdo de Fenton
formando o radical hidroxila (OH); quando associadas as peroxidases como a
catalase forma um composto que oxida o NO até formar o radical dioxido de
nitrogénio (NO;). O OH é tao reativo que geralmente retira um ion hidrogénio da
molécula mais proxima danificando a estrutura celular. A reatividade do H,O, em
comparagao ao OH €& bem menor, 0 que propicia sua passagem pela bicamada
lipidica, provavelmente pelos canais de agua, e sua atuagédo téxica a distancia
(Forman & Torres, 2001).

O estresse oxidativo causado pelo EROs, em niveis fisiologicos, promove
sinais adaptativos e reparadores, todavia, quando a producédo acentua-se, eles séo
capazes de causar a formacao de pontes dissulfeto nas proteinas portadoras de
grupamento tiol (-SH) com prejuizo de suas fungdes, promovem defeitos no reparo
do DNA por meio de sinais apoptéticos, lipoperoxidacdo das membranas celulares
com consequente perda da seletividade na troca idnica e liberacido do conteudo de
organelas, levando a célula a morte. Contudo, as células possuem um sistema de
protecao capaz de atenuar os efeitos toxicos dos EROs. Este sistema detoxifica as

espécies reativas antes que causem lesao ou reparam a lesdo. No primeiro caso, 0s



antioxidantes envolvidos sdo a glutationa reduzida (GSH), superdxido dismutase
(SOD), a catalase, a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a vitamina E; no segundo
caso, o acido ascorbico, a glutationa redutase (GSK-Rd) e a GSH-Px (Ferreira &
Matsubara, 1997).

Na malaria, o papel do H;O, nao esta totalmente esclarecido. Estudo
realizado com camundongos C57BL/10 infectados com P. berghei K173,
susceptiveis a malaria grave, demonstrou que estes animais produzem quantidade
significantemente menor de O, e H,O, do que camundongos da mesma cepa
infectados com P. yoelli 17XNL, que apresentam uma infecgao limitada, sugerindo
que a producao de EROs influencia a evolugao clinica na malaria letal e nao letal
(Brinkmann e cols, 1984). O mesmo foi observado por Stevenson e cols (1992), ao
trabalharem com camundongos C57BL/6 resistentes a infecgao pelo P. chabaudi AS
e camundongos susceptiveis A/J. Outros estudos indicam um efeito microbicida do
H20, sobre o P. yoelli (Ockenhouse & Shear, 1984; Dockrell & Playfair, 1984) e P.
falciparum (Ockenhouse e cols, 1984; Wozencraft e cols, 1984; Malhotra e cols,
1988), in vitro. Contudo, Hermsen e cols (1997) demonstram que os EROs
possuem um papel no desenvolvimento da malaria cerebral em camundongos
C57BL infectados com Plasmodium berghei K173.

Estudos em pacientes com idade entre 15 e 37 anos infectados com P. vivax
ou P. falciparum, mostraram que durante a malaria ndo complicada, o estresse
oxidativo esta elevado e que este fato contribui para o controle da parasitemia,
provavelmente devido ao aumento do H,O, (Pabdn e cols, 2003; Turrens, 2004). Por
outro lado, o peréxido de hidrogénio parece estar relacionado com a anemia em
pacientes com P. vivax (Meera e cols, 1999) e P. falciparum (Kremsner e cols,
2000), ja que contribui para a peroxidagao lipidica na membrana do eritrocito

causando hemolise (Das & Nanda, 1999).
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O oxido nitrico € uma espécie reativa de nitrogénio (ERN) muito importante
para o sistema imunitario e para o organismo como um todo, pois € uma molécula
mensageira inter e intracelular que possui inumeras fungdes bioldgicas, entre elas a
manutengdo do tdnus vascular, a regulagdo homeostatica da pressao arterial,
impede a agregacgao plaquetaria, esta envolvida na neurosinalizagdo, além de
auxiliar no combate direto do agente infeccioso ou limitar seu crescimento, regular a
resposta inflamatéria e de ser a molécula efetora da citotoxidade mediada pelo
macrofago contra patégenos (Brunet, 2001).

O NO pode ser produzido e atua em todas as células. Sua producao é
mediada pelas enzimas oxido nitrico sintases (NOS) que estdo virtualmente
presentes em todas as células. Existem trés isoenzimas diferentes de NOS: a
neuronal (NNOS ou NOS 1), a induzivel (iNOS ou NOS Il) e a endotelial (eNOS ou
NOS IlI). A iINOS é a enzima responsavel pela produ¢dao de NO em resposta aos
estimulos das citocinas pro-inflamatoérias como o FNT, INF-y e IL-1, e antigenos de
patogenos tais como o GPI (Nathan & Xie, 1994; Lyons, 1995; Tachado e cols,
1997; Alderton e cols, 2001).

Todas as NOS sao constituidas por uma cadeia de polipeptideo unica com
dois dominios: o dominio oxigenase N-terminal que contém um sitio catalitico para
ligacdo da L-arginina e necessita de cofatores como o protoporfirinogénio IX (heme)
e H4B; e o dominio reductase C-terminal que contém duas flavinas como cofatores,
a flavina adenina dinucleotideo (FAD) e a flavina mononucleotideo (FMN) que
cataliza a transferéncia de elétrons do NADPH para a heme responsavel pela
ativacao reducional do superéxido e oxidacdo da L-arginina. A biosintese de NO
ocorre quando a NOS, primeiramente, cataliza a hidroxilagdo da por¢ao N-terminal

do grupo guanidina presente na L-arginina e logo em seguida, realiza uma clivagem
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oxidativa para formacao de L-citrulina e NO em uma reagao dependente de O, e
NADPH (Mansuy & Boucher, 2004).

Varios estudos tentam compreender o papel do NO na malaria, entretanto
ainda existem muitas controvérsias. Assim como o H,O,, esta molécula possui
efeitos benéficos auxiliando na defesa antiparasitaria, mas por outro lado esta
também implicada na fisiopatologia das formas graves da malaria (Sobolewski e
cols, 2005a). Varios autores demonstram que o NO possui efeito antiparasitario
contra P. falciparum e P. chabaudi (Rockett e cols, 1991; Taylor-Robinson, 1997;
Taylor-Robinson & Looker, 1998; Taylor-Robinson & Smith, 1999), contudo o mesmo
nao foi evidenciado contra P. berghei (Asensio e cols, 1993; Sobolewski e cols,
2005b).

Em humanos, niveis elevados de espécies reativas de nitrogénio foram
observados em pacientes com malaria cerebral, principalmente naqueles que vieram
a oObito e estes achados correlacionaram-se com a profundidade e a duragao do
coma e a evolugéo da doenga (Al Yaman e cols, 1996; Agina & Abd-Allah, 1999). A
producao aumentada de NO também foi observada nos casos de anemia associada
a malaria (Gyan e cols, 2002) e provavelmente este fato esteja associado ao
aumento da expressdo de INOS nestes pacientes (Keller e cols, 2004). Alguns
autores sugerem que o polimorfismo no gene NOS2A pode influenciar na evolugao
clinica da malaria (Boutlis e cols, 2003; Clark e cols, 2003) tanto na forma cerebral
(Burgner e cols, 1998), quanto na anemia grave (Hobbs e cols, 2003). Outra linha de
pesquisa sugere que o NO reage avidamente com o oxigénio presente nas
moléculas de hemoglobina. A detoxificagdo do NO pela hemoglobina pode
influenciar na biodisponibilidade desta molécula propiciando uma resposta
inflamatoria maior e uma maior produgao do superéxido. O superdxido pode seguir

duas vias: a da dismutagao que leva a producéo de perdxido de hidrogénio, ou pode
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reagir rapidamente com o NO formando o radical peroxinitrito que € extremamente

toxico, principalmente no cérebro (Sobolewski e cols, 2005a).

Estudos tém demonstrado que a pentoxifilina age inibindo a nivel
transcricional a producéo do FNT (Han e cols, 1990), tanto in vitro (Lin e cols, 2004),
ex vivo (Paradowski e cols, 1996) e in vivo (Das e cols, 2003) e consequentemente,
pode influenciar na produgédo de espécies reativas de oxigénio (Paradowski e cols,

1996; Beshay e cols, 2001).

A pentoxifilina, 1-(5-oxohexil) 3,7-dimethil xantina (PTX), tem sido usada
clinicamente no tratamento de doencgas vasculares, na isquemia aguda cerebral,
doengas infecciosas, no choque septicémico, na sindrome da angustia respiratoria
aguda e na endotoxemia (Lenoble Giovannangeli, 1989, Ji e cols, 2004; Adhikari e
cols, 2004). A droga possui varios efeitos, entre eles, inibe a ativagao plaquetaria,
promove a vasodilatagdo por aumento dos niveis de prostaglandina, previne a
hipotensdo retardada e a hiporeatividade vascular a noradrenalina, reduz a
viscosidade sangliinea e a fluidez da membrana dos eritrocitos. Alguns estudos
demonstram que a PTX devido ao seu efeito na microcirculagdo e na oxigenagao
periférica pode ser utilizada também na radioterapia, melhorando o efeito
radiobioldgico da irradiacao e inibindo o reparo do DNA no tumor (Wu e cols, 1999;

Bohm e cols, 2003; Nieder e cols, 2005).

A acao farmacobiolégica da PTX esta relacionada com sua capacidade de
inibir uma enzima importante na sinalizagdo celular, a fosfodiesterase (FDE),
causando aumento da concentracao celular de cAMP, que por sua vez, inibe o
influxo Ca,’, um dos mediadores intracelulares mais importante nas vias de
sinalizagado do macréfago, inclusive na via do NF-kB. Este efeito da PTX diminuindo
a concentragdo de Ca," alteram a regulagdo do NF-kB, importante fator de

transcricdo nuclear que atua na expressdao de varios genes envolvidos na
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imunidade, como os genes das proteinas de fase aguda, quimiocinas, fatores de
crescimento, receptores destas proteinas, moléculas co-estimulatorias de
membrana, moléculas de adesdao e moléculas regulatérias de proliferacdo e
apoptose e citocinas, como o FNT (Sun e cols, 1999; Caamafno e Hunter, 2002;

MacEwan, 2002).

Por apresentar essas acoes, a utilizacdo da PTX tem sido avaliada como
terapia coadjuvante no tratamento da malaria, ja que a droga pode inibir a atividade
das citocinas inflamatodrias envolvidas na fisiopatogenia das formas graves da
doenga (Prada e cols, 1993; Marcinkiewicz, 2000). Todavia, a aplicabilidade da PTX
no tratamento da malaria grave ainda € controversa. Em camundongos CBA/Ca
inoculados com Plasmodium berghei ANKA tratados com PTX no primeiro dia da
infeccdo, a droga preveniu o desenvolvimento da malaria cerebral, inibiu 0 acumulo
de mRNA do FNT nos macrofagos desses animais, mas nao influenciou a
parasitemia (Kremsner e cols, 1991). Por outro lado, Santos-Neto e cols (1992)
utilizando o mesmo modelo e tratando os animais com 8 mg/kg/dia de PTX, também
no inicio da infeccado, observaram elevacao da parasitemia e uma mortalidade maior
logo nos trés primeiros dias da infeccdo, apesar do aumento na sobrevida dos

animais tratados.

O tratamento com pentoxifilina logo no primeiro dia de infecgdo promove
maiores alteracdes histopatolégicas. Enquanto, Stoltenburg-Didinger e cols (1993)
observaram que o tratamento com a pentoxifilina no inicio da infeccado malarica
preveniu o dano celular nos neurdnios do hipocampo de camundongos C57BL/6
infectados com o Plasmodium berghei K 173; Cunha e cols (1996) observaram que
o cérebro de camundongos CBA tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina desde o
primeiro dia da infeccdo apresentaram lesbées cerebrais com dano neuronal, porém

sem alteracbes hemorragicas. No pulmao, o tratamento com pentoxifilina iniciado
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desde o primeiro dia de infecgdo, aumentou as areas de necrose (Araujo e cols,
1995), com aumento do infiltrado septal pulmonar e edema alveolar, ocorrendo
intensa aderéncia de células mononucleares e de eritrocitos ao endotélio vascular
pulmonar (Siqueira e cols, 1996; Cavalcante e cols, 1997). Quando utilizada em uma
fase mais tardia (3" dia), o tratamento com 8 mg/Kg/dia promoveu uma diminuigdo
do edema no cortex cerebral e diminuigdo da necrose, microhemorragia e edema no
hipocampo (Cunha e cols, 1997), enquanto Paula Jr (2003), utilizando a droga no
terceiro dia de infeccdo ndo observou melhora evidente nas alteracbes
histopatolégicas cerebrais. No figado, observa-se alteragées histopatoldgicas
compativeis com uma melhor defesa anti-parasitaria ocasionadas, provavelmente,
pelo aumento da fagocitose pelas células de Kupffer apds o tratamento dos animais

com a PTX (Cavalcante e cols, 1996; Paula Jr, 2003).

Pelas observagbes no modelo experimental, a PTX deve ser utilizada nao
muito precocemente para nao impedir os efeitos antiparasitarios do fator de necrose
tumoral, mas antes do aparecimento das formas graves da doenga, sendo que na
dose de 40 mg/kg/dia mostrou indicios de toxidade, e os melhores resultados foram
observados com a dose mais baixa de 8 mg/kg/dia; desta maneira a escolha da
dose é essencial para a acdo moduladora desejavel da fungdo dos macréfagos. O
tratamento de camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA com 8 mg/kg/dia
de PTX a partir do terceiro dia de infecgao retardou o aumento da parasitemia até
ap6s o quinto dia e melhorou a sobrevida dos animais; provavelmente, porque a
PTX modulou a fungdo dos macréfagos, diminuindo a influéncia destas células na

resposta exacerbada do sistema imunitario (Paula Jr, 2003).

Em 1995, Di Perri e cols utilizaram 10mg/kg/dia de PTX associada ao quinino
no tratamento de criangas com malaria cerebral observaram que o tempo de

duracédo do coma foi abreviado e a mortalidade diminuiu no grupo de criangas que
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recebeu o tratamento do quinino associado a PTX. Estes dados foram confirmados
pelo estudo de Das e cols, em 2003, que trataram pacientes adultos em coma com
quinino associado ou ndao a 10 mg/kg/dia de PTX e observaram também uma
melhora da sintomatologia e diminuicdo do periodo do coma nos pacientes que
receberam a PTX associada ao tratamento antiparasitario. Em ambos os estudos os

niveis séricos de FNT diminuiram.

O mesmo nao foi observado nos estudos de Hemmer e cols, em 1997, que
utilizaram 20mg/kg/dia de PTX em associagdo com cloroquina em paciente adultos
com diferentes formas da malaria grave, porém nenhum com a forma cerebral.
Neste estudo, a droga ndo modificou a evolugdo da doenga e alguns pacientes
apresentaram efeitos colaterais como nausea, complicagdes gastrointestinais e
vertigens, sendo necessario a interrupgao do tratamento. Em outro estudo, a PTX
(40mg/kg/dia) associada ao artesunato foi utilizada no tratamento de adultos com
malaria grave incluindo 18 pacientes com a forma cerebral, todavia, também nao foi
observado nenhum beneficio clinico pela associagcdo da PTX ao tratamento
(Looareesuwan e cols, 1998). Em ambos os trabalhos, n&do houve diminuigdo da
producdo de FNT, contudo Wenisch e cols (1998) apesar de ndo terem observado
melhora na evolugdo do coma em adultos que fizeram uso de 20 ou 40mg/kg/dia de
PTX associada ao artesunato puderam demonstrar a diminuigdo nos niveis de FNT

quando a maior dose foi utilizada.

Apesar dos varios estudos realizados, o papel da PTX ainda n&o esta bem
estabelecido nas formas graves da malaria. Varias observagoes, in vitro € in vivo,
apontam para um efeito benéfico da droga sobre a evolugao clinica de individuos ou
animais susceptiveis a malaria cerebral, possivelmente pela modulagao das fungdes
dos macréfagos e da produgdo exacerbada de FNT, mecanismos envolvidos na

fisiopatogenia das formas cerebrais da doenga. Entretanto, para que seu efeito seja
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efetivo o tratamento com a droga deve ser realizado precocemente, antes do
aparecimento dos parametros clinicos de gravidade da doenga, como a anemia € o
coma. Por outro lado, entre os mecanismos de defesa contra o plasmédio encontra-
se a acdo do FNT, por isso, a utilizacdo da PTX deve ser iniciada apenas apds o
estabelecimento das agdes benéficas do FNT e consequentemente, do NO e H,0,
(Muniz-Junqueira e cols, 2001, Paula Jr, 2003). Contudo, ndo € possivel estabelecer
a priori quais pacientes irdo apresentar formas graves ou cerebral da malaria, desta
maneira, seria importante compreender melhor a influéncia desta droga em
individuos com outras formas graves ou com malaria ndo complicada, haja vista
que, os mecanismos imunopatoldégicos sao diferentes em cada situagao e nao esta
estabelecido ainda qual seria a resposta do sistema imunitario ao tratamento com a

PTX em individuos que nédo desenvolveriam as formas graves da doenca.
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OBJETIVOS



O presente trabalho teve como objetivo avaliar comparativamente a evolucao

da malaria nos camundongos Balb/C, resistentes a malaria cerebral e os

camundongos CBA, susceptiveis a forma cerebral da doenca, quando infectados

pelo Plasmodium berghei ANKA, verificando se o tratamento com pentoxifilina

influencia as funcbes do sistema de fagodcitos nos dois modelos. E, se ocorre

possivel influéncia desta droga na parasitemia, no hematocrito, no peso e na

sobrevida destes animais.

1)

2)

3)

4)

Para tal analise, foram realizados:

A avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre a capacidade fagocitaria dos
macrofagos peritoneais, na auséncia e na presenca de opsoninas, in vitro, em
camundongos Balb/C resistentes e nos CBA susceptiveis a malaria cerebral

infectados pelo Plasmodium berghei ANKA;

A avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre a producdo de peroxido de
hidrogénio, in vitro, pelos macrofagos peritoneais dos camundongos Balb/C
resistentes e dos CBA susceptiveis a malaria cerebral infectados com

Plasmodium berghei ANKA;

A avaliagdo da influéncia da pentoxifilina sobre a producéo de éxido nitrico, in
vitro, pelos macréfagos peritoneais nos camundongos Balb/C resistentes e
nos CBA susceptiveis a malaria cerebral infectados com Plasmodium berghei

ANKA,;

A avaliacdo da influéncia da pentoxifilina sobre a producédo de fator de

necrose tumoral pelos macréfagos peritoneais, in vitro, € seus niveis sérico
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nos camundongos Balb/C resistentes e nos CBA susceptiveis a malaria

cerebral infectados com Plasmodium berghei ANKA,;

5) A avaliacao da influéncia da pentoxifilina sobre a sobrevida dos camundongos
Balb/C resistentes ou CBA susceptiveis a maléaria cerebral infectados com

Plasmodium berghei ANKA;

6) A avaliacdo da influéncia da pentoxifiina sobre o peso corporal dos
camundongos Balb/C resistentes e CBA susceptiveis a malaria cerebral

infectados com Plasmodium berghei ANKA;

7) A avaliacdo da influéncia pentoxifilina sobre o hematocrito de camundongos
Balb/C resistentes e CBA susceptiveis a malaria cerebral infectados com

Plasmodium berghei ANKA;

8) A avaliagdo da influéncia da pentoxifilina sobre a parasitemia nos

camundongos Balb/C resistentes e nos CBA susceptiveis a malaria cerebral

infectados com Plasmodium berghei ANKA.
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MATERIAIS E METODOS



3.1. Delineamento experimental

Foram constituidos dois grupos de estudos para a realizagdo do presente
trabalho, um grupo utilizando camundongos susceptiveis a malaria cerebral da cepa
CBA e outro utilizando camundongos nao susceptiveis a malaria cerebral da cepa
Balb/C. Ambos foram subdivididos em quatro subgrupos, onde 2 subgrupos
continham animais ndo infectados e os outros dois continham animais infectados
com Plasmodium berghei ANKA. Sendo que os animais destes subgrupos foram
tratados ou ndo com 8 mg/kg/dia de pentoxifilina. De todos os animais foram
recuperados os macrofagos peritoneais para avaliagdes das fungdes dos fagodcitos
no oitavo dia da infecgdo. Os macrofagos peritoneais recuperados foram utilizados
para avaliagado da fungao fagocitaria, da produgao de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio e da produgao de fator de necrose tumoral.

O hemataocrito foi realizado nos terceiro, quinto, oitavo e vigésimo primeiros
dias de infecgdo no grupo Balb/C e nos terceiro, quinto e oitavo dias de infecgdo no
grupo CBA.

A parasitemia foi realizada pela avaliagdo do estirago do sangue da ponta da
cauda, nos 4°, 9°, 15° e 21° dia apds infecgdo nos camundongos Balb/C e nos 3°, 5°
e 8° dias nos camundongos CBA.

O sangue de todos os animais foi coletado no oitavo dia de infecgao para
determinacao do FNT.

Foi realizada a curva de mortalidade espontanea dos animais tratados com 8
mg/kg/dia no modelo CBA e Balb/C ou 16 mg/kg/dia de pentoxifilina no modelo
Balb/C em comparagdo com os animais tratados com salina. O peso dos animais foi
avaliado diariamente.

O estudo seguiu o delineamento geral conforme discriminado abaixo:
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Delineamento experimental
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Camundongos Camundongos
CBA Bally/'C
[
| ]
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Tratados com Tratados com
Tratados com HaCl & mgKgidia de Tratados com HaCl 8 mg/Kg/dia de Parasitemia
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(PTX) (Ph+PTX) Hematocrito
| |
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3.2. Tipo de estudo

Este estudo € do tipo experimental e foi realizado no Laboratério de
Imunologia Celular, da area de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia, utilizando camundongos CBA como modelo experimental susceptivel a
malaria cerebral e camundongos Balb/C como modelo ndo susceptivel a malaria
cerebral, ambos infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA.

Durante toda a realizagao deste trabalho, as normas éticas para a pesquisa
cientifica com animais de laboratério foram rigorosamente obedecidas, conforme a
determinacao da lei numero 6.638 de 8 de maio de 1979 e dos principios éticos para
experimentacdo com animais de laboratodrio, definidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, 1990). O presente projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade de Brasilia.

3.3. Animais utilizados nos experimentos

Os animais de ambas as cepas estudadas, acima descritas, eram machos,
com idade entre 2 e 6 meses, tendo sido uma parte comprada do Centro de
Bioterismo de Campinas - UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo e outra parte foi
gentilmente cedida pela Fundagdo Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas em grupos de no maximo
cinco animais, com agua e racéo ad libitum, sob condigbes de luz e temperatura
ambiente controladas. A ambientagdo dos camundongos Balb/C foi feita durante 30
dias no biotério da Faculdade de Saude do Centro Universitario de Brasilia —
UniCEUB antes da realizagcdo dos experimentos e a ambientagdo dos camundongos
CBA foi feita durante 30 dias no alojamento de animais da Faculdade de Medicina

da Universidade de Brasilia — UnB.
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3.4. Inéculo

A cepa do Plasmodium berghei ANKA foi gentilmente cedida pelo Laboratoério
de Imunologia da Malaria — Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ e mantida com solugéo
preservadora de Alsevier em nitrogénio liquido. Para uso, uma aliquota era
descongelada e sofria duas passagens em camundongo Swiss antes da infec¢ao
dos animais dos grupos de estudo para garantir a viruléncia da cepa. Os
camundongos de passagem eram inoculados com 10° eritrocitos parasitados
suspensos em solugdo salina tamponada com fosfato (STF), pH 7,2, estéril, por via
intraperitoneal (IP) (Clark e cols, 1990; Kremsner e cols, 1991; Neill & Hunt, 1992).

O ind6culo utilizado para infecgéo era obtido por puncédo cardiaca quando a
parasitemia do camundongo Swiss encontrava-se acima de 10%. O numero de
eritrocitos totais na suspensédo era quantificado em hemocitémetro de neubauer e a
determinagcdo da parasitemia era feita em um distendido delgado, fixado com

metanol e corado com coloragao pandtica, pela contagem de 500 eritrocitos.

3.5. Grupos de estudo

Para avaliar a funcdo dos macrofagos peritoneais, os animais foram
separados em dois grandes grupos: os da cepa Balb/C e os da cepa CBA.

Os animais da cepa Balb/C foram separados em quatro grupos:

Grupo Pb+PTX (Pb+PTX): no qual 12 camundongos Balb/C foram infectados
por via intraperitoneal (IP) com 10° eritrécitos parasitados pelo Plasmodium berghei
ANKA suspensos em 200uL de STF, pH 7,2, e tratados com 8mg/kg/dia de
pentoxifilina (Trental, lote 106708, Laboratorio Aventis Pharma LTDA) diluida em

50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2 (Santos-Neto e cols, 1992; Araujo e cols, 1995), por via
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intramuscular (IM), de 12 em 12 horas, a partir do terceiro até o oitavo dia da

infeccdo. A média + DP do peso destes animais foi de 32,5g * 1,4g.

Grupo Pb: no qual 13 camundongos Balb/C foram infectados por via IP com
10° eritrocitos parasitados pelo Plasmodium berghei ANKA, suspensos em 200uL de
STF, pH 7,2 e tratados com 50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2, IM, a partir do terceiro até o
oitavo dia da infec¢do, de 12 em 12 horas. Sendo a média + DP do peso destes

animais de 32,79 + 1,2g.

Grupo PTX: no qual 13 camundongos Balb/C nao infectados receberam, por
via IP, 200uL de STF, pH 7,2, no primeiro dia e foram tratados, por via IM, com 8
mg/kg/dia de pentoxifilina (Trental, lote 106708, Laboratorio Aventis Pharma LTDA)
diluida em 50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2, de 12 em 12 horas, a partir do terceiro até o
oitavo dia da infecgdo. Sendo a média + DP do peso destes animais de 31,1g +

1,0g.

Grupo Controle Normal: no qual 13 camundongos Balb/C n&o infectados
receberam 200 pyL de STF, pH 7,2, por via IP, no primeiro dia do experimento e
foram tratados a partir do terceiro até o oitavo dia de experimentacdao com NaCl
0,9%, pH 7,2, por via IM, de 12 em 12 horas. Sendo a média + DP do peso destes

animais de 31,0g + 1,1g.

Os animais da cepa CBA foram separados também em quatro grupos:

Grupo Pb + PTX: no qual 5 camundongos CBA foram infectados por via

intraperitoneal (IP) com 10° eritrocitos parasitados pelo Plasmodium berghei ANKA
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suspensos em 200uL de STF, pH 7,2, e tratados com 8mg/kg/dia de pentoxifilina
(Trental, lote 106708, Laboratério Aventis Pharma LTDA) diluida em 50uL de NacCl
0,9%, pH 7,2 (Santos-Neto e cols, 1992; Araujo e cols, 1995), por via intramuscular
(IM), de 12 em 12 horas, a partir do terceiro até o oitavo dia da infec¢cdo. Sendo a

média + DP do peso destes animais de 21,39 + 2,2g.

Grupo Pb: no qual 4 camundongos CBA foram infectados por via IP com 10°
eritrocitos parasitados pelo Plasmodium berghei ANKA, suspensos em 200uL de
STF, pH 7,2 e tratados com 50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2, IM, a partir do terceiro até o
oitavo dia da infec¢do, de 12 em 12 horas. Sendo a média + DP do peso destes

animais de 21,89 + 2,0g.

Grupo PTX: no qual 3 camundongos CBA n&o infectados receberam por via
IP, 200uL de STF, pH 7,2, no primeiro dia e foram tratados, por via IM, com
8mg/kg/dia de pentoxifilina (Trental, lote 106708, Laboratério Aventis Pharma LTDA)
diluida em 50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2, de 12 em 12 horas, a partir do terceiro até o
oitavo dia da infecgdo. Sendo a média + DP do peso destes animais de 19,3g *

2,8g.

Grupo Controle Normal: no qual 3 camundongos CBA nao infectados
receberam 200uL de STF, pH 7,2, por via IP, no primeiro dia do experimento e
foram tratados a partir do terceiro até o oitavo dia de experimentagcdo com NaCl
0,9%, pH 7,2, por via IM de 12 em 12 horas. Sendo a média £ DP do peso destes

animais de 19,3g + 3,2g.
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Para avaliar a parasitemia, a sobrevida, o hematdcrito e o peso, os animais
foram separados em dois outros grandes grupos: os da cepa Balb/C e os da cepa

CBA, sendo formado dois subgrupos de cada cepa:

Grupo Pb + PTX: no qual 13 camundongos do grupo CBA e 20
camundongos do grupo Balb/C foram infectados por via intraperitoneal (IP) com 10°
eritrocitos parasitados pelo Plasmodium berghei ANKA suspensos em 200 pL de
STF, pH 7,2, e tratados com 8 mg/kg/dia de pentoxifilina (Trental, lote 106708,
Laboratério Aventis Pharma LTDA) diluida em 50 yL de NaCl 0,9%, pH 7,2 (Santos-
Neto e cols, 1992; Araujo e cols, 1995), por via intramuscular (IM), de 12 em 12
horas, a partir do terceiro até o oitavo dia da infecgdo. Sendo a média = DP do peso

destes animais de 21,3g £ 2,2g.

Grupo Pb: no qual 10 camundongos do grupo CBA e 10 camundongos do
grupo Balb/C foram infectados por via IP com 10° eritrécitos parasitados pelo
Plasmodium berghei ANKA, suspensos em 200uL de STF, pH 7,2 e tratados com 50
pML de NaCl 0,9%, pH 7,2, IM, a partir do terceiro até o oitavo dia da infec¢ao, de 12

em 12 horas. Sendo a média + DP do peso destes animais de 21,89 + 2,0g.

Um outro subgrupo de camundongos foi utilizado no estudo para avaliar a

sobrevida dos camundongos Balb/C:

Grupo Pb + PTX 16: no qual 10 camundongos do grupo Balb/C foram
infectados por via intraperitoneal (IP) com 10° eritrécitos parasitados pelo
Plasmodium berghei ANKA suspensos em 200uL de STF, pH 7,2, e tratados com

16mg/kg/dia de pentoxifilina (Trental, lote 106708, Laboratorio Aventis Pharma
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LTDA) diluida em 50uL de NaCl 0,9%, pH 7,2 (Santos-Neto e cols, 1992; Araujo e
cols, 1995), por via intramuscular (IM), de 12 em 12 horas, a partir do terceiro até o
oitavo dia da infecgdo. Sendo a média + DP do peso destes animais de 21,3g *

2,2g.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias dos pesos dos animais dos
diferentes grupos de camundongos Balb/C, p= 0,635, pelo teste ANOVA; nem entre
as médias de peso dos diferentes grupos de camundongos CBA, p= 0,819, pelo
teste de Kruskal-Wallis. Porém, o peso dos animais do grupo CBA foi
significantemente menor do que o dos animais do grupo Balb/c, p<0,001, Mann-
Whitney.

Os animais utilizados para avaliagao da fungdo dos macrofagos peritoneais
foram anestesiados com éter e sacrificados por deslocamento cervical no oitavo dia
da infecgdo malarica e imediatamente apos o sacrificio foram coletados os
macrofagos peritoneais para a avaliagdo da fungdo fagocitaria, produgdo de
peroxido de hidrogénio, 6xido nitrico e fator de necrose tumoral alfa. O sangue para
obtencéao de soro foi coletado no oitavo dia de infecgédo por pung¢ao do plexo ocular

Nos outros animais, o sangue da ponta da cauda foi utilizado para a avaliagao
da parasitemia e do hematocrito: a parasitemia foi realizada nos quarto, nono,
décimo quinto e vigésimo primeiro dias apos infecgdo no grupo Balb/C e no terceiro,
quinto e oitavo dia no grupo CBA; o hematdcrito foi realizado no terceiro, quinto e
oitavo dia de infeccdo nos dois modelos e também no vigésimo primeiro dia de
infeccdo no camundongo Balb/C. O peso foi computado desde o dia da infecgdo até
o dia da morte espontanea dos animais.

Durante a avaliagao da sobrevida, observamos que os animais do grupo CBA

apresentaram sinais clinicos de malaria cerebral, como ataxia, movimento circular,
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paralisia, convulsdo e coma e nos camundongos Balb/C, sinais clinicos de anemia

como palidez de mucosas (Grau e cols, 1987).

3.6. Peso

O peso dos camundongos foi aferido desde o dia da infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA até o dia da morte esponténea, sempre pela manha e na

mesma balanga (CT200-S Portable-advanced - Ohaus) e expresso em gramas (Q).

3.7. Hematocrito

O hematdcrito indica a percentagem de hemacias no volume sanglineo e é
dependente do volume de plasma, da producdo de hemacias e do tamanho das
hemacias, sendo um dos paradmetros para avaliar a presenca de anemia ou
monitorar a evolucdo da mesma. Para avaliar a influéncia do tratamento com
pentoxifilina sobre o hematdécrito, o sangue da ponta da cauda foi coletado nos
terceiro, quinto e oitavo dias de infecgdo malarica e também no vigésimo primeiro
dia de infeccdo nos camundongos Balb/C, em capilar de vidro heparinizado e

centrifugado em 700g, durante 10 minutos.

3.8. Parasitemia

Para avaliar a influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a parasitemia,
ldaminas com um distendido delgado foram confeccionadas utilizando o sangue da
ponta da cauda, no 4° 9° 15° e 21° dia apds infeccédo pelo Plasmodium berghei
ANKA, nos camundongos Balb/C e no 3° 5° e 8° dia ap6s a infecgdo, nos
camundongos CBA. Os esfregagos eram entdo corados utilizando kit rapido de

coloracédo pandtica (Newprov, Parana-Brasil) que se constitui de um fixador
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(Solugdo de ciclohexadieno a 0,1%), um corante &cido (Solugédo de
azobenzenosufonico a 0,1%) e um fixador basico (solugéo de fenotiazina a 0,1%).
Para a determinacdo da parasitemia, foram analisados 500 eritrocitos por
ldamina e foi quantificada a porcentagem de eritrocitos infectados por microscopia
optica com aumento de 1000X, utilizando-se um reticulo de contagem adaptado a

lente da ocular do microscopio.

3.9. Curva de mortalidade espontanea dos animais infectados com
Plasmodium berghei ANKA e tratados ou nao com a

pentoxifilina

Com o objetivo de verificar a influéncia do tratamento com a pentoxifilina
sobre a sobrevida dos camundongos com malaria, 20 camundongos CBA e 40
camundongos Balb/C foram infectados com 10° eritrécitos parasitados pelo P.
berghei ANKA (Clark e cols, 1990), sendo que destes 10 camundongos CBA
infectados (Grupo Pb+PTX) e 20 camundongos Balb/C infectados (Grupo Pb+PTX
8) receberam tratamento com 8 mg/kg/dia de pentoxifilina e 10 camundongos Balb/C
infectados (Grupo Pb+PTX 16) receberam tratamento com 16 mg/kg/dia de
pentoxifiina, de 12 em 12 horas, a partir do terceiro dia da infeccao; para
comparagao 10 animais CBA e 10 animais Balb/C infectados foram tratados com
NaCl 0,9% (grupos Pb).

O dia da morte espontanea de cada animal foi computado e a curva de
sobrevida segundo Kaplan-Meyer foi construida para analise comparativa entre os
grupos Pb e Pb+PTX de cada cepa de animais, susceptiveis (CBA) ou néo (Balb/C)

a malaria cerebral.
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Nao houve diferengca na média de peso entre os grupo Pb e Pb+PTX dos
camundongos Balb/C, p=0,989, pelo teste t, e nem entre os grupos de

camundongos CBA, p=0,145, pelo teste de Mann-Whitney.

3.10. Obtencéo dos macrofagos peritoneais

Apods pesagem, os animais eram anestesiados com éter etilico e sacrificados
por deslocamento cervical. Para a coleta dos macrofagos peritoneais, os animais
eram fixados pelos membros superiores e inferiores em decubito dorsal e feita uma
anti-sepsia da parede abdominal com alcool a 70%. A pele da parte central do
abddémen e a membrana peritoneal eram delicadamente levantadas com uma pinga
hemostatica e uma pequena incisao era feita com tesoura fina de ponta romba para
dar acesso a cavidade peritoneal. Por esta pequena abertura eram injetados 10mL
de STF estéril, 0,15M, gelada, pH 7,2, em seguida a incisdo era obliterada por pinga
hemostatica para que a cavidade abdominal fosse delicadamente massageada. O
liquido era recuperado por aspiragao com pipeta Pasteur de vidro estéril inserida no
flanco esquerdo. Este procedimento de lavagem era repetido até que se obtivesse
10mL de liquido da cavidade peritoneal.

O liquido recuperado do lavado peritoneal era centrifugado a 200g, por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante era desprezado e as células ressuspensas em 2mL
de meio de cultura RPMI 1640, pH 7,2 (Sigma, EUA), acrescido de 20mM de Hepes
(Sigma, EUA), 26,4mL/L de NaHCO3; a 7,5% e 25mg/L de gentamicina. Logo apods,
as células eram quantificadas e avaliadas em sua viabilidade, em hemocitdmetro de
neubauer utilizando solugao de nigrosina a 0,05% na proporgéao de 1:5 e depois as
células eram novamente suspensas, em RPMI 1640, pH 7,2, para serem utilizadas

nos varios testes funcionais (Muniz-Junqueira e cols, 1992).
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3.11. Determinacdo da capacidade fagocitaria dos macrofagos

peritoneais

A fagocitose era feita em placa de 24 escavacgoes, estéril (TPP — Zellkultur
Testplate - Suiga), contendo laminulas de vidro de 13mm de didmetro. Apds a
obtengado e quantificagdo dos macréfagos como acima descritos, 2x10° macréfagos
suspensos em 500uL de RPMI 1640, pH 7,2, sem soro fetal bovino eram
distribuidos por escavacédo e as placas eram incubadas por 2 horas em camara
umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar, para permitir a aderéncia dos
macrofagos a laminula.

Apods a incubacao, as escavagdes eram lavadas com STF, pH 7,2, a 37°C
para retirada das células ndo aderidas e em seguida as preparagbes eram
novamente incubadas por 30 min, em atmosfera de CO; a 5%, com uma suspensao
de 10° ou 4x10° Saccharomyces cerevisiae em 500uL de RPMI 1640, pH 7,2, a 37°C
com 10% soro fetal bovino (SFB). As leveduras eram previamente sensibilizadas
por 30 minutos a 37°C com 10% de SFB inativado a 56°C por 30 minutos ou com
pool de soro fresco de camundongos a 10%.

Apos este periodo as escavagdes eram lavadas com STF, pH 7,2, a 37°C
com 10% SFB, a fim de retirar as leveduras nao ingeridas ou fortemente aderidas
aos macroéfagos. A ultima lavagem era feita com RPMI 1640, pH 7,2, contendo 20%
de SFB para melhor preservar as preparagdes. Em seguida, as laminas eram secas
com vento quente, fixadas por 1 minuto com metanol e coradas com solu¢do de
Giemsa a 10% em tampao para coloracao, pH 7,2, por 10 minutos.

As laminulas eram montadas em laminas para microscopia com entellan
(Merk, Alemanha) e 200 células de cada preparacdo eram examinadas com
aumento de 1000X, em d6leo de imersdo. O indice fagocitario (IF) foi calculado pela
multiplicagdo da média do numero de leveduras ingeridas ou fortemente aderidas
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por macrofago (A), pelo numero de macréfagos envolvidos na fagocitose (B) e os
dados foram expressos por 100 macrofagos (Shaw & Griffin, 1981). A férmula para

este calculo é IF = A x B.

3.12. Preparacao de leveduras para o teste de fagocitose

Para preparagao das leveduras foi utilizada a técnica de Lachman & Hobart
(1978), que modifica a superficie do Saccharomyces cerevisiae para facilitar a
adsorcédo da proteina C3 do complemento. Por esta técnica, foi demonstrado por
Brandi (1993) que também os anticorpos normalmente presentes no soro podem
adsorver-se nas leveduras.

A suspensdo estoque de leveduras foi preparada dissolvendo 50g de
fermento fresco (Fleischmann) em 220mL de STF, pH 7,2 Esta suspenséo foi
autoclavada a 120°C por 30 minutos e em seguida lavada com STF até obter-se um
sobrenadante limpido. O sedimento foi suspenso em 28mL de STF contendo 0,1M
de 2-mercaptoetanol, incubado a 37°C por 2 horas, em agitagdo constante e em
seguida lavada trés vezes com STF para retirada do 2-mercaptoetanol. Apds
lavagem o sedimento foi suspenso em 55mL de solugao de iodoacetoamida a 0,02M
em STF. A preparacao foi incubada novamente por 2 horas a temperatura ambiente,
lavada trés vezes por centrifugagcdo em STF, sendo ressuspensa posteriormente em
220mL de STF. As leveduras foram, entdo submetidas a uma nova autoclavacéo por
30 minutos a 120°C, lavadas por centrifugacao até obter-se o sobrenadante limpido
e a preparacao foi suspensa em 10mL de tamp&o veronal, pH 7,2, contendo azida
sédica (2000mg/L) como preservativo. A solugéo estoque era mantida estéril a 4°C,

podendo ser utilizada por anos.
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3.13. Preparacdo do pool de soro fresco para avaliagdo da

fagocitose facilitada por opsoninas

Para avaliar a fagocitose facilitada pelas opsoninas, como os componentes
do sistema complemento, presentes no soro fresco, foi realizado o teste de
fagocitose como descrito no item 3.11, substituindo as leveduras sensibilizadas com
soro fetal bovino por leveduras sensibilizadas com um pool de soro fresco de
camundongos, como fonte das opsoninas. Todo o restante do procedimento da
fagocitose foi realizado conforme ja descrito.

No mesmo dia de cada experimento era coletado sangue do plexo ocular de
trés camundongos e que era centrifugado para obtengdo do soro. O pool destes
soros frescos era utilizado a 10% para sensibilizagcao das leveduras para realizagao

dos testes de fagocitose pelos receptores para opsoninas.

3.14. Producdo do perd6xido de hidrogénio pelos macréfagos

peritoneais

A produgdo do perdoxido de hidrogénio (H20;) foi quantificada no
sobrenadante das culturas dos macrofagos peritoneais, apés 1h de incubacgao, pela
microtécnica de oxidagdo do vermelho de fenol na presenga de peroxidase (Pick e
cols, 1981). O principio desta técnica fundamenta-se na oxidacdo da
fenolsulfoftaleina (vermelho de fenol) pela peroxidase na presenga de H0;
formando um produto que pode ser lido por colorimetria.

Para tal procedimento, os macrofagos eram coletados da cavidade peritoneal
em STF, gelada, centrifugados a 4°C em 200g, durante 10 minutos, quantificados
em hemocitdmetro de neubauer e distribuidos, em triplicata, 1,5x10° células por

escavacgao em 200uL de RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C sem soro fetal bovino em placas
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estéreis de cultura de 96 escavagdes de fundo chato (Corning, EUA). A placa era
incubada por 1 hora em camara umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar,
para a adesdo dos macrofagos. Apos incubacdo, as escavagdes eram lavadas 3
vezes com STF, pH 7,2, a 37°C e incubadas na presenga ou ndo de 20nM de
acetato forbol miristato (PMA) (Sigma) e na presenca de vermelho de fenol a 1% e
peroxidase tipo 1 RZ 1.3 correspondendo a 19 unidades de purpurogalina/mL
(Sigma), por 60 minutos, em camara umida, a 37°C, contendo 5% de CO; em ar. A
reacao era interrompida com 10uL de NaOH 1N e em seguida a leitura era realizada
em espectrofotdbmetro de placa (Biorad) com filtro de 590 nm. Os testes foram

realizados em triplicata e os resultados foram expressos em micromoles de H,0,

(LM).

3.15. Curva-padréo para a determinacao do peroxido de hidrogénio

A curva-padrao para a determinacao de H,O, foi preparada a partir de uma
solugéo estoque de H,0, (Sigma) na concentragdo de 10 mM diluida seriadamente
nas diluicdes de 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400,
respectivamente, 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM, 3,12uM e 1,56uM, com
vermelho de fenol acrescido de peroxidase, correspondendo a 19 unidades de
purpurogalina/mL. O padrao OuM foi preparado com vermelho de fenol sem
peroxidase. A curva foi distribuida em triplicata na placa de 96 escavagdes, logo

apos a ultima incubacao do item 3.14 e anteriormente ao acréscimo de NaOH 1N.
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3.16. Padronizacdo da dose oOtima de acetato de forbol miristato
(PMA) para determinar a producéo do peréxido de hidrogénio

pelos macréfagos peritoneais de murinos

Para determinacao da dose 6tima de PMA para utilizagdo na determinacao do
peréxido de hidrogénio foi feita uma curva de dose-resposta para a qual foram
coletados um pool de macréfagos peritoneais de 3 camundongos Swiss, em STF,
gelada, centrifugados a 4°C em 200g, durante 10 minutos, quantificados em
hemocitdmetro de neubauer e ressuspensos para 1,5x10° células em 200uL de
RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C sem soro fetal bovino e distribuidos em placas estéreis de
cultura de 96 escavacdes de fundo chato. A placa era incubada por 1 hora em
camara umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar, para a adesdo dos
macrofagos. Apos incubacdo, era lavada 3 vezes com STF, pH 7,2, a 37°C e
incubadas sem ou com as concentragbes de 0,2nM, 10nM, 20nM, 40nm, 80nM,
200nM e 2000nM de PMA, na presenca de vermelho de fenol a 1% e peroxidase
tipo 1 RZ 1.3, correspondendo a 19 unidades de purpurogalina/mL, por 60 minutos,
em camara umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar. A reagao foi
interrompida com 10 pyL de NaOH 1N e em seguida a leitura foi realizada em
espectrofotometro de placa (Biorad) com filtro de 590 nm. Os testes foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos em densidde éptica (DO). A
solucdo de vermelho de fenol foi preparada utilizando 19 unidades de
purpurogalina/mL e a curva-padrao foi preparada conforme descrito anteriormente.

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais apresentaram
apos estimulo com PMA, a média + DP (DO) da concentragéo de H,O, de 0,307 £
0,010 quando utilizada a concentracao de 0,2nM; de 0,311 + 0,005 para 10nM; de
0,343 £ 0,001 para 20nM; de 0,276 + 0,032 para 40nM; de 0,341 + 0,001 para 80nM,;

de 0,338 £ 0,001 para 200nM; e de 0,335 £ 0,009 para 2000nM. Os estimulos com
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20nM e 80nM apresentaram as melhores respostas. Como as concentragdes de 40
nM, 200nM e 2000nM apresentaram uma média mais baixa estando o estimulo de
80nM entre elas, foi padronizado utilizar 20nM de PMA por escavagao nos

experimentos para avaliagdo da produgao de peroxido de hidrogénio.

3.17. Producéo de oxido nitrico pelos macrofagos peritoneais

O éxido nitrico € um produto da oxidagao da L-arginina em citrulina e sendo
uma molécula instavel rapidamente decompde-se em nitrito e nitrato. A producao de
oxido nitrico (NO) pelos macrofagos peritoneais foi avaliada pela quantificacédo do
nitrito no sobrenadante das culturas utilizando a reacédo de Griess (Green e cols,
1981).

O principio da reacdo de Griess baseia-se na reagao do nitrito com uma
amina primaria aromatica em meio acido para formar um sal de diazénio, que por
sua vez reage com um composto aromatico formando um azo composto violeta que
pode ser lido colorimetricamente (Promega, 2006).

Os macroéfagos foram coletados da cavidade peritoneal em STF, gelada, pH
7,2, centrifugados a 4°C em 200g, durante 10 minutos, quantificados em
hemocitdmetro de neubauer e distribuidos, em triplicata, em placas de cultura,
estéreis, com 96 escavacgoes, de fundo chato (TPP — Zellkultur Testplate - Suica).
Foram adicionados 1,5x10° macréfagos por escavacdo em um volume final de
200uL de RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C, sem soro fetal bovino. Os macréfagos eram,
entdo, incubados por 1 hora em camara umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,
em ar, para a etapa de adesao.

Apods incubacgao, as escavagdes eram lavadas com STF, pH 7,2, a 37°C,

depois incubadas por 24 horas com ou sem 10ug/mL de LPS (Sigma, EUA) ou com
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10ng/mL de IFN-y (Sigma, EUA) ou com ambos, em um volume final de 200uL de
RPMI 1640, pH 7,2, a 37°C, com 10% de soro fetal bovino.

Apos 24 horas de incubacéo, a placa era centrifugada por 10 minutos a 200g
e 100uL do sobrenadante das culturas eram acrescentados de 100 uL do reagente
de Griess (1-N naftiletileno diamina dihidrocloridro a 0,1%, sulfanilamida a 1% e
H3PO,4 a 2,5%).

A reacgao era imediatamente lida em espectrofotdbmetro de placa (Biorad) em

comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em micromolar

(UM).

3.18. Curva-padréo para determinacéo da producédo de 6xido nitrico

A curva-padrao para a determinagao de 6xido nitrico foi elaborada a partir da
diluicdo seriada de uma solugao de nitrito de sédio (NaNO;) 200 uM nas diluicbes de
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128, respectivamente, 100uM, 50uM, 25uM,
12,5uM, 6,25uM, 3,12uM e 1,56uM, com &agua destilada. O padrdo OuM foi

preparado somente com agua destilada.

3.19. Padronizacdo da dose Otima de lipopolissacarideo (LPS) e
interferon-y (INF-y) para avaliar a producéo de oOxido nitrico

pelos macréfagos peritoneais

Para se determinar a concentracdo O6tima do interferon-y e do
lipopolissacarideo que foram usadas como estimulo para produg¢ao do 6xido nitrico,
foi coletado um pool de macréfagos peritoneais de 3 camundongos Swiss, em STF,
gelada, centrifugados a 4°C em 200g, durante 10 minutos, quantificados em

hemocitdmetro de neubauer e distribuidos 1,5x10° células por escavacdo em 200pL
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de RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C sem soro fetal bovino em placas de cultura de 96
escavacoes, estéreis.

Apoés a aderéncia a lamina os macrofagos foram incubados por 24 horas, na
auséncia ou na presenca LPS (5yg/mL, 10yg/mL e 20yg/mL) e/ou INF-y (1ng/mL,
5ng/mL, 10ng/mL e 20ng/mL). A producao do NO foi avaliada como acima descrito.

Para os macrofagos que foram submetidos ao estimulo com LPS, a média +
DP (DO) da produgéao de 6xido nitrico no sobrenadante das culturas foi de 598 + 13
para a concentracao de 5yg/mL, 591 + 24 para 10yg/mL e 567 * 6 para 20yg/mL.
Quando o estimulo utilizado foi o INF-y, a média + DP da DO foi de 571 + 10 para a
concentracao de 1ng/mL, 594 + 6 para 5ng/mL, 594 + 0 para 10ng/mL e 585 + 5
para 20ng/mL. Como as concentragdes de 5 e 10yg/mL de LPS e 5 e 10ng/mL de
INF-y produziram as maiores respostas, acrescentamos as culturas de macréfagos
peritoneais, os dois estimulos simultaneamente. A média + DP da DO foi de 622 + 9
quando utilizadas as concentragcdes de 5yg/mL de LPS com 5ng/mL de INF-y; de
599 + 8 quando utilizado 10yg/mL de LPS com 5ng/mL de INF-y; de 598 * 6 quando
utilizado 5yg/mL de LPS com 10ng/mL de INF-y; e de 620 + 5 quando utilizado
10yg/mL de LPS com 10ng/mL de INF-y. Como um dos melhores resultados foi o do
estimulo com 10yg/mL de LPS e 10ng/mL de INF-y, foi padronizado utilizar estas
concentragbes nos experimentos para avaliagdo do oOxido nitrico ja que sédo as

quantidades mais comumente utilizadas na literatura para este procedimento.

3.20. Producao de fator de necrose tumoral (FNT) nos

sobrenadantes das culturas de macroéfagos peritoneais

O fator de necrose tumoral é uma citocina liberada pelos macréfagos ativados
e pode ser determinado no sobrenadante das culturas ou no soro pelo método de

enzimaimunoensaio (ELISA), que se baseia na reagdo antigeno-anticorpo, onde
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anticorpos anti-FNT, adsorvidos em uma placa de poliestireno de 96 escavagdes, e
o FNT presente nas amostras ligam-se especificamente, sendo esta reacado
visualizada colorimetricamente, apds adigdo de um segundo anticorpo anti-FNT
marcado com enzima na presenc¢a do substrato especifico.

Para a avaliagao da producado de FNT, foram obtidos os sobrenadantes das
culturas de macréfagos peritoneais e amostras de sangue retiradas no oitavo dia de
infeccado por pungéo do plexo ocular, sem uso de anticoagulante. Apds coagulagao
espontanea as amostras eram centrifugadas para obtencdo de soro e mantidas a -
70°C até a determinacédo do FNT.

Os macréfagos eram coletados da cavidade peritoneal, apos lavagem com 15
mL de STF gelada, pH 7,2, centrifugados a 4°C em 200g, durante 10 minutos e
quantificados em hemocitdmetro de Neubauer. Eram adicionados 2x10° macréfagos
por escavacao em 500 uL de RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C, sem soro fetal bovino. A
placa era, entdo, incubada por 2 horas em camara umida, a 37°C, em atmosfera de
5% de CO; em ar, para a adesédo dos macréfagos. Apos incubagao, as escavagoes
eram lavadas 3 vezes com STF, pH 7,2, a 37°C e os macréfagos incubados por 6
horas (Matic e col, 1991; Coelho, 2003), com ou sem 1 pg/mL de LPS (Otterlei e
cols, 1991) em RPMI 1640, pH 7,2, a 37°C, com 10% de soro fetal bovino. Apds
incubacdo, a placa era centrifugada e 200 pyL dos sobrenadantes recuperados,
acondicionados em eppendorfs e mantidos a —70°C até a determinagao do FNT.

Os testes foram realizados utilizando um kit comercial imunoenzimatico de
fase sélida tipo sanduiche, para FNT de camundongos (Ms TNF-a, BioSource,
Bélgica). As amostras de soro e sobrenadante foram testadas no mesmo ensaio,
apos descongelamento prévio até a temperatura ambiente.

A determinacdo do FNT foi realizada conforme instrucées do fabricante. Os

padrdes foram acrescentados em todas as placas nas concentragdes de 1250, 625,
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321,5, 156,2, 78,1, 39,1, 19,5 e 0 pg/mL. As amostras de soro foram diluidas 1:2
com tampao de incubacdo e as amostras do sobrenadante das culturas foram
diluidos 1:2 com tampéo diluente dos padrdes e distribuidas nas placas contendo
anticorpos policlonais anti-FNT adsorvidos nas paredes. Apds incubacido por 90
minutos, em temperatura ambiente, com um segundo anticorpo monoclonal
biotinilado para FNT de camundongo, as escavagdes foram lavadas 4X com solugao
de lavagem e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente com 100uL de
solugédo de estreptavidina-peroxidase. Uma segunda lavagem foi realizada 4X e a
placa foi novamente incubada em temperatura ambiente, na auséncia da luz,
durante 30 minutos, acrescida de 100uL do cromdogeno estabilizado
(tetrametilbenzidina) em cada escavacéo. Apoés este periodo 100uL da solugao de
interrupcao foram adicionas nas escavacgdes e a reacao colorimétrica produzida foi
avaliada utilizando um espectrofotdmetro de placa (Titertek) com filtro de 430 nm e a

concentragédo expressa em pg/mL.

3.21. Analise estatistica

As variaveis estudadas foram analisadas quanto a normalidade ou nido da
distribuicdo nas amostras previamente as comparagdes entre os grupos. Para
analise entre duas variaveis nao relacionadas com distribuicdo normal foi utilizado o
teste t-Student e quando a distribuigdo era ndo normal, o teste de Mann-Whitney era
utilizado para a comparagao entre os dois grupos. Para analise de mais do que duas
variaveis nao relacionadas com distribuicdo normal, foi utilizado o teste de ANOVA,
seguido do método de Student-Newman-Keuls, para comparagéo entre os grupos.
Para comparacao entre variaveis nao relacionadas com distribuicdo ndo normal foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn, para comparag¢ao

entre os grupos.
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Considerando que a maioria das variaveis exibiu distribuicdo ndo gaussiana,
os resultados foram uniformemente representados por meio da mediana, quartis e
extremos.

O teste de correlacdo de Spearman foi utilizado para verificar a correlagao
entre as variaveis ndao paramétricas e o teste de correlacdo de Pearson para
variaveis paramétricas.

Para analisar a influéncia sobre a mortalidade nos grupos tratados ou né&o
com a pentoxifilina foi feita uma curva de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e
a diferenca estatistica foi avaliada pelo teste de Logrank.

As diferengcas entre as variaveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorréncia
devida ao acaso (erro tipo |) foi menor que 5% (p<0,05).

As analises e os graficos foram realizados empregando-se o software

Graphpad Prism 4 for Windows (GraphPad Software — San Diego, USA)
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RESULTADOS



4.1 Influéncia da pentoxifilina sobre a sobrevida de camundongos
Balb/C ndo susceptiveis a malaria cerebral infectados com o
Plasmodium berghei ANKA

Para verificar a influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a sobrevida de
camundongos n&o susceptiveis a malaria cerebral foi observada a mortalidade
espontanea utilizando-se camundongos Balb/C infectados com Plasmodium berghei
ANKA néo tratados (n=10) ou tratados com 8 (n= 20) ou 16 (n=10) mg/Kg/dia de
pentoxifilina, por via intramuscular, de 12/12h. O tratamento retardou em 1 (um) dia
o inicio da morte dos animais infectados tratados com 8 mg/kg/dia de pentoxifilina
(Pb+PTX8) e prolongou em 3 (trés) dias a sobrevida deste grupo em relagdo aos
animais infectados e tratados com salina 0,9% (Pb). Os animais do grupo Pb
comegaram a morrer no décimo primeiro dia, enquanto que 0s animais do grupo
Pb+PTX 8 comegaram a morrer no décimo segundo dia da infecgdo pelo
Plasmodium berghei ANKA. No décimo oitavo dia, 80% dos animais do grupo Pb ja
haviam morrido, enquanto ainda estavam vivos 50% dos animais do grupo Pb+PTX
8. No vigésimo dia de infecgdo, todos os animais infectados e n&o tratados com
pentoxifilina ja haviam ido a ébito, enquanto ainda restavam 50% de camundongos
no grupo tratado (p=0,007 entre o grupo Pb e Pb+PTX 8; Teste de Logrank).
Quando o tratamento foi realizado utilizando 16 mg/kg/dia de pentoxifilina, os
animais comegaram a morrer precocemente (nono dia) e no décimo primeiro dia,
quando se iniciou a morte dos primeiros animais do grupo Pb, s6 restavam 50% dos
animais do grupo Pb+PTX 16, contudo este grupo apresentou uma sobrevida de 7
dias em relagdo ao grupo infectado tratado com salina e de 3 dias em relagdo ao
grupo infectados tratado com 8 mg/Kg/dia. No vigésimo quarto dia, enquanto ja
haviam morrido todos os animais do grupo Pb+PTX 8, ainda restavam 40% dos
animais do grupo Pb+PTX 16, entretanto, ndo houve diferenga estatistica na
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sobrevida dos camundongos dos grupos Pb e Pb+PTX 16 (p= 0,174) e nem entre o
grupo Pb+PTX 8 e Pb+PTX 16 (p= 0,154). A mediana da sobrevida foi 13 dias para
o grupo Pb, 18 dias para o grupo Pb+PTX8 e 17 dias para o grupo Pb+PTX16. A
figura 1 mostra a curva de porcentagem cumulativa realizada segundo o método de
Kaplan-Meier e a diferengca estatistica entre os grupos foi avaliada pelo teste de

Logrank (4,8; p=0,041).
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Figura 1. Influéncia da pentoxifilina na sobrevida de camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei
ANKA e tratados ou ndo com 8 ou 16 mg/Kg/dia de pentoxifilina. A curva de sobrevida foi feita pelo
método de Kaplan-Meier, e a diferencga estatistica avaliada pelo teste de Logrank (4,8; p=0,041); Pb x
Pb+PTX 8 (p= 0,007); Pb x Pb+PTX 16 (p= 0,174); Pb+PTX 8 x Pb+PTX 19 (p=0,154).

4.2 Influéncia da pentoxifilina sobre a sobrevida de camundongos
CBA susceptiveis a malaria cerebral infectados com o
Plasmodium berghei ANKA

Para verificar a influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a sobrevida
dos camundongos susceptiveis a malaria cerebral foi observada a mortalidade

espontanea utilizando-se camundongos CBA infectados com Plasmodium berghei
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ANKA tratados (n=13) ou nao (n=10) com 8mg/Kg/dia de pentoxifilina, em duas
doses diarias de 12/12h, por via intramuscular. O tratamento nao retardou o inicio da
morte em relagdo aos animais nao tratados, contudo, prolongou em 13 dias a
sobrevida dos animais tratados (23% dos animais) em relagdo aos néo tratados.
Estes 23%, nao apresentaram sintomas neuroldgicos; entretanto, apresentaram
sintomas como dispnéia, apatia, palidez de mucosas, ericamento do pélo e anemia.
Os animais dos dois grupos comegaram a morrer no sétimo dia de infecgéo e
no oitavo dia, enquanto 100% dos animais n&o tratados ja haviam morrido, 38,5%
dos animais tratados ainda estavam vivos. A mediana da sobrevida foi de 7 dias
para o grupo Pb e 8 dias para o grupo Pb+PTX. A figura 2 mostra a curva de
porcentagem cumulativa realizada segundo o método de Kaplan-Meier e a diferenca

estatistica entre os grupos foi avaliada pelo teste de Logrank (4,7; p=0,03).
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Figura 2. Influéncia da pentoxifiina na sobrevida de camundongos CBA infectados pelo P. berghei ANKA,
tratados ou ndo com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e a
diferencga estatistica avaliada pelo teste de Logrank (4,7; p=0,03).
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4.3 Influéncia da pentoxifilina sobre a evolucdo do peso dos
camundongos Balb/C ndo susceptiveis e CBA susceptiveis a

malaria cerebral durante a infeccdo malarica

Para avaliar a influéncia da pentoxifilina sobre a evolucdo do peso dos
camundongos susceptiveis (CBA) e ndo susceptiveis (Balb/C) a forma cerebral na
infeccdo malarica, os animais foram infectados com Plasmodium berghei ANKA e
tratados ou ndo com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina, por via intramuscular, de 12 em 12
horas, a partir do terceiro dia da infecgcao até o dia da morte espontanea. Foram
utilizados 10 animais no grupo de camundongos Balb/C infectados tratados com
salina 0,9% e 20 animais no grupo tratado com PTX. Para o modelo CBA, foram
utilizados 10 animais no grupo infectado e 13 no grupo infectado tratado. Desde o
primeiro dia da infeccdo até o dia da morte espontanea, o peso de cada animal foi
aferido sempre no mesmo horario e na mesma balanga. Para analisar a perda de
peso em relagdo ao dia da infecgdo, foi aplicado a férmula para o calculo da
variagcado percentual de peso expressa pelo peso final (pf) menos o peso inicial (pi)
dividido pelo peso inicial: A%: (pf-pi)/pi.

Para os camundongos Balb/C, as medianas de peso foram de 27,5g para o
grupo infectado tratado com salina e de 27,3g para os animais infectados e tratados
com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina antes da infecgao pelo P. berghei ANKA (p=0,941,
teste t; figura 3A).

No grupo Balb/C, ndo houve diferenga na mediana do A% dos pesos entre os
animais do grupo Pb e Pb+PTX do primeiro até o sexto dia de infeccdo malarica
(p>0,05, teste t; figura 4). Do sétimo ao décimo primeiro dia da infecgéo, os animais
tratados com pentoxifilina (A7%= -0,037; A10%= -0,077) perderam menos peso do
que os animais infectados tratados com salina (A7%= -0,155; A10%= -0,187)
(p<0,05, Mann-Whitney; figura 3B e 4). Do décimo segundo até o vigésimo dia de
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infeccao pelo P. berghei ANKA nao houve variagéo estatistica na média percentual
de peso entre os animais do grupo Pb e Pb+PTX (p>0,05, teste t; figura 4). A perda
de peso total foi de 33,3% para grupo infectado (A%= -0,332) e de 23,5% para o
grupo infectado e tratado com pentoxifilina (A%= -0,217); p=0,041, Mann-Whitney
(figura 3C).

Para os camundongos CBA, as medianas de peso foram de 28,5g para o
grupo infectado tratado com salina e de 29,7g para os animais infectados e tratados
com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina antes da infecgao pelo P. berghei ANKA (p=0,067,
Mann-Whitney; figura 5A). A infecgdo maléarica causou perda de peso progressiva
durante a curva de sobrevida, contudo as medianas de variacao percentual de peso
(A%) nao foram estatisticamente diferentes entre os grupos Pb e Pb+PTX (p>0,05,
teste t; figura 5B e 6) até o sétimo dia de infecgao.

A comparagao do peso entre os camundongos susceptiveis (CBA) e néao
susceptiveis (Balb/C) a malaria cerebral no dia zero, antes do tratamento, mostrou
nao havia variagao significativa de peso entre todos os grupos dos dois modelos
(p=0,205, Kruskal-Wallis; figura 7).

A analise comparativa da variagao percentual de peso entre os dois modelos
foi realizada no sétimo dia, pois a maioria dos camundongos CBA infectados nao
tratados com pentoxifilina ja haviam morrido. O grupo Pb do modelo Balb/C perdeu
mais peso (A%=-0,155) do que o mesmo grupo no modelo CBA (A%=-0,09),
respectivamente, 15,3% e 9,2% (p=0,007, Mann-Whitney). Por outro lado, ndo
houve diferengca estatistica entre as medianas do A% de peso para 0s grupos
Pb+PTX de ambos os modelos no sétimo dia de infec¢ao (p=0,426, Mann-Whitney)

(figura 8).
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Figura 3. Analise comparativa entre o peso dos grupos de camundongos Balb/C infectados, tratados
(Pb+PTX) ou ndo (Pb) com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina. A) Andlise do peso no dia da infec¢do pelo
P. berghei ANKA (Dia 0); ndo houve diferenga estatistica entre os grupos, p= 0,941, teste t (Pb:
média= 27,5g; Pb+PTX: média= 27,3g). B) Analise do peso no sétimo dia de infecgdo demonstrou
diferenca estatistica nas medianas de variagdo percentual entre os grupos Pb (A%= -0,155) e
Pb+PTX (A%= -0,037) pelo teste Mann-Whitney, p=0,002. C) Analise da perda de peso total
demonstrou diferenga estatistica nas medianas de variagdo percentual entre os grupos Pb (A%=-
0,332) e Pb+PTX (A%= -0,217) pelo teste Mann-Whitney, p=0,041.

OBS: Os resultados estao dispostos em tabelas em anexo no final deste trabalho.
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Figura 4. Variagao percentual do peso dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA
tratados ou ndo com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina. A perda de peso foi analisada junto com a curva de
sobrevida. Até o sexto dia de infecgdo nao houve diferenga estatistica entre as médias do A% de
peso (p>0,05, teste t). Do sétimo ao décimo dia de infecgéo, o grupo Pb+PTX perdeu menos peso do
que o grupo Pb (p<0,05, Mann-Whitney). Do décimo primeiro dia até o vigésimo dia de infecgdo, ndo
houve diferenga estatistica entre as médias do A% de peso (p>0,05, teste t).

51



p=0,067
36
o 32 °
S L4
S« °
of m{ —oet—
\O/ [ )
[%2]
J]
o 24
[ )
20 1
16 -
Pb
B 0.4 -
p=0,170
= 0.3
O ~
2's
5 0.2 -
o O
23
S& 01+
% '
T
Q5 001
o E °
) PO SE— .
o o -0.1- °
o d [
T <
S .02 4
D) 0.2
_03 .
Pb

40

Pb+PTX

Pb+PTX
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Figura 6. Peso dos camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA durante o tratamento ou
ndo com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina. Nao houve diferenca estatistica nos A% de peso entre os
grupos Pb e Pb+PTX (p>0,05, teste t).
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Figura 7. Analise comparativa entre os pesos dos camundongos Balb/C (#) e CBA (#) infectados
com P. berghei ANKA no dia da infec¢éo pelo P. berghei ANKA; p=0,205, ANOVA.
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Figura 08. Analise comparativa entre os pesos dos camundongos dos grupos estudados no sétimo
dia da infeccdo com P. berghei ANKA, para os animais tratados ou ndo com 8 mg/Kg/dia de
pentoxifilina, nos dois modelos murinos Balb/C (#) e CBA (#). Houve diferenca estatistica entre a
média dos A% dos pesos dos grupos infectados e nao tratados (0,007, Mann-Whitney), mas n&o
entre os grupos infectados tratados com pentoxifilina (p=0,426, Mann-Whitney).
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4.4 Influéncia da pentoxifilina sobre a evolugcdo do hematocrito

Para avaliar se a pentoxifilina influencia a evolugdo da anemia considerando o
hematocrito, o sangue da ponta da cauda foi retirado nos 3°, 5°, 8° e 21° dias apés
infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA nos camundongos Balb/C e nos 3°, 5° e 8°
dias nos camundongos CBA. O tratamento dos animais foi iniciado no terceiro dia
de infecgao, por via intramuscular, com intervalo diario de 12 horas.

Nao houve diferenga estatistica no terceiro dia de infeccdo na mediana dos
hematocritos entre os 4 grupos de camundongos Balb/C estudados (p=0,737,
ANOVA; figura 9A). No quinto dia, o grupo infectado tratado com pentoxifilina
apresentou uma redugao significativa de 12,3% na mediana do hematdcrito,
enquanto ndo houve diferenga entre os outros grupos (p<0,0001, ANOVA,; figura
9B). No oitavo dia, com excegao do grupo controle, houve reducdo significativa da
mediana do hematdcrito em todos os outros grupos (p<0,001, ANOVA,; figura 9C),
contudo n&o houve diferenga estatistica entre as médias dos hematocritos do grupo
infectado e infectado tratado com pentoxifilina (p=0,118, teste t), mas houve entre os
grupos PTX versus Pb e PTX versus Pb+PTX (p<0,0001, teste t).

Houve uma queda discreta na mediana do hematocrito dos camundongos
Balb/C do grupo néo infectado tratado com pentoxifilina somente no oitavo dia da
infecgdo (Ht=54%). No 3° dia o hematocrito foi de 60% e no quinto dia foi de 58%
(p=0,001, ANOVA). A infeccdo malarica diminuiu a mediana do hematodcrito dos
animais nao tratados de 58% no terceiro dia para 57% no quinto e para 33% no
oitavo dia da infeccdo (p<0,0001, ANOVA). Enquanto, os animais infectados e
tratados com pentoxifilina apresentaram a mediana do hematdcrito de 57% no
terceiro dia, 50% no quinto e 33% no oitavo dia (p<0,0001, ANOVA). (figura 10)

Comparando-se os quatro grupos de estudo do modelo CBA, em cada dia,

observamos que também n&o houve diferenca estatistica entre as medianas dos
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hematdcritos de todos os grupos estudados no terceiro dia da infecgao (p=0,662,
Kruskal-Wallis). No quinto e oitavo dias, houve uma reducado significativa dos
hematécritos no grupo tratado com pentoxifilina (Ht 5= 37% e Ht 8= 35%) e no grupo
infectado (Ht 5= 45% e Ht 8= 44%); p<0,05, Kruskal-Wallis; ndo havendo diferenca
estatistica entre os dois (p=0,286, Kruskal-Wallis). (figuras 11)

No grupo nédo infectado do modelo CBA, o tratamento com a pentoxifilina
mostrou uma tendéncia para diminuir a mediana do hematécrito de 59% no terceiro
dia para 48% no quinto e mantendo-se em 48% no oitavo (p=0,066, Kruskal-Wallis).
A infecgdo malarica diminuiu para 45% a mediana do hematdcrito no quinto dia e
para 44% no oitavo dia da infeccdo (p=0,025, Kruskal-Wallis). Os camundongos
infectados tratados com pentoxifilina apresentaram diminuicdo do hematdcrito a
partir do quinto dia da infeccdo (37%), mantendo-se baixo no oitavo dia (35%)
(p=0,008, Kruskal-Wallis). (figura 12)

A analise comparativa dos hematdcritos entre os dois modelos mostrou que
no terceiro dia, as medianas n&o divergiam estatisticamente entre si (p=0,798,
Kruskal-Wallis). No quinto dia, os dois grupos tratados com pentoxifilina (PTX e
Pb+PTX) e o grupo infectado (Pb) dos camundongos CBA tiveram uma diminui¢gao
significantemente maior da mediana do hematocrito do que os camundongos Balb/C
(p<0,0001, Kruskal-Wallis); porém, no oitavo dia, ndo houve diferenga estatistica
entre as medianas dos hematdcritos dos mesmos grupos nos dois modelos (p>0,05,
Kruskal-Wallis) (figura 13). Contudo, a maioria dos camundongos CBA morreu por
volta do sétimo dia com a mediana do hematécrito de 43% + 2,9%, enquanto os
camundongos Balb/C morreram em torno do 21° dia com a mediana do hematécrito
de 12,2% + 0,4% (p<0,0001; ANOVA). Os camundongos CBA que morreram
tardiamente (23%) apresentaram a mediana do hematécrito de 21,3% + 1,8%

(figura 14).
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Figura 9. Influéncia da pentoxifilina sobre o hematdécrito em camundongos Balb/C, ndo susceptiveis a
malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA: A) Hematdcrito do terceiro dia de
infecgdo, antes do inicio do tratamento. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos; p=0,737. B)
Hematoécrito do quinto dia de infecgdo. O grupo Pb+PTX apresentou uma queda na mediana do
hematécrito, os outros grupos nao tiveram diferenca estatistica significante; p<0.0001. C) Hematdcrito
do oitavo dia de infec¢do. As medianas dos grupos infectados foram significantemente menores que
0s grupos néo infectados; p<0,0001. Todas as analises foram realizadas pelo teste ANOVA seguido
do método de Student-Newman-Keuls para comparagéo entre os grupo Pb e Pb+PTX no oitavo dia
de infecgao (p<0,05).
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Figura 10. Analise comparativa entre os hematdcritos do 3° 5° e 8° dias apds infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA em cada grupo experimental: A) No grupo controle ndo houve variagao
significante da medianados hematdcritos entre os dias; p=0,225. B) No grupo néo infectado tratado
com pentoxifilina houve uma queda na média do hematdcrito no dia 8; p=0,001. C) A infecgao
malarica promoveu uma diminuicdo dos hematécritos dos animais nao tratados com pentoxifilina, no
oitavo dia de infecgao; p<0,0001. D) Os camundongos infectados e tratados com pentoxifilina tiveram
uma queda na mediana dos hematécrito a partir do quinto dia de infecgdo; p<0,0001. Todas as
analises foram realizadas pelo teste ANOVA seguido do método de Student-Newman-Keuls para
comparacao entre os grupos PTX3 x PTX8; PTX5xPTX8, Pb3 e Pb8; Pb5 x Pb8; Pb+PTX3 x
Pb+PTX8; Pb+PTX5 e Pb+PTX8 (p<0,05).
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Figura 11. Influéncia da pentoxifilina sobre o hematécrito de camundongos CBA, susceptiveis a
malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA. A) Hematdcrito do terceiro dia de
infecgdo, antes do inicio do tratamento; p=0,662. B) Hematdcrito do quinto dia de infecgéo.
Diminuigdo dos hematdcritos do grupo infectado (Pb) e infectado tratado (Pb+PTX); p=0,037. C)
Hematdcrito do oitavo dia de infecgdo. Os grupos Pb e Pb+PTX tiveram os hematdcritos mais baixos
do que os outros grupos; p=0,035.Todas as analises foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do método de Dunn para comparagao entre os grupos no quinto dia e no oitavo dia: Pb+PTX

x Pb; Pb+PTX x PTX; Pb+PTX x Controle (p<0,05).
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Figura 12. Analise comparativa entre os hematdcritos dos 3° 5° e 8° dias apds infeccao pelo
Plasmodium berghei ANKA em cada grupo experimental, no modelo CBA susceptivel & malaria
cerebral: A) Grupo controle, p=0,184, Kruskal-Wallis. B) Grupo néo infectado tratado com pentoxifilina
demonstrou uma tendéncia para diminuir o hematdcrito no quinto dia, p=0,066, Kruskal-Wallis. C)
Grupo infectado néo tratado: diminuicdo dos hematdcritos a partir do quinto dia, p=0,025 (Kruskal-
Wallis). D) Os camundongos tratados com pentoxifilina: diminuicdo dos hematécritos a partir do
quinto dia de infecgao, p=0,008, Kruskal-Wallis.
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Figura 13. Andlise comparativa entre as medianas dos hematdcritos dos modelos murinos Balb/C
() e CBA (*). A) Terceiro dia de infecgao. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos; p=0,798
(Kruskal-Wallis). B) Quinto dia de infecgdo. Camundongos CBA apresentaram hematdcritos menores
do que os dos camundongos Balb/C nos grupos PTX, Pb e PB+PTX; p<0,0001 (Kruskal-Wallis). C)
Oitavo dia de infecgdo. Nao houve diferenca estatistica entre as médias dos hematécritos dos dois
modelos p>0,05 (Kruskal-Wallis).
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Figura 14. Comparacdo entre medianas dos hematdcritos no dia da morte dos animais, que ocorreu
no 8° dia de infecgéo pelo Plasmodium berghei ANKA nos modelos CBA (#) e no 21° dia da infecgéo
no modelo Balb/C (#): grupos infectados nao tratados (Pb) e tratados com pentoxifilina (Pb+PTX);

Pb CBA x Pb Balb/C: p<0,0001 e Pb+PTX CBA x Pb+PTX Balb/C: p<0,0001. Analise realizada pelo
teste de Mann-Whitey.
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4.5 Influéncia da pentoxifilina sobre a evolucdo da parasitemia em
camundongos CBA susceptiveis e camundongos Balb/C néo
susceptiveis a malaria cerebral infectados com o Plasmodium
berghei ANKA

Para avaliar se a pentoxifilina influéncia a carga parasitaria nos modelos nao
susceptiveis (Balb/C) e susceptiveis a malaria cerebral (CBA), o sangue da ponta da
cauda foi colhido para confeccdo de laminas que foram coradas com pandtico e
analisadas ao microscopio 6ptico. A parasitemia foi determinada nos 4°, 9°, 15° e
21° dias da infecgdo malarica nos camundongos Balb/C e nos 3°, 5° e 8° dias nos
camundongos CBA.

A pentoxifilina foi capaz de retardar a elevagcdo da parasitemia no modelo
Balb/C, sendo a diferenga significante entre o grupo infectado e o grupo infectado e
tratado com a droga no quarto (p=0,0005, teste t) e nono (p=0,034; teste t) dias da
infeccao malarica. Entretanto, ndo houve diferenga entre os grupos no décimo quinto
(p=0,806, teste t) e vigésimo primeiro dia da infeccao (p=0,113, teste t) (figura 15).
Esta droga, nao foi capaz de modificar a evolugao da parasitemia nos camundongos
CBA, susceptiveis a malaria cerebral; p>0,05, Mann-Whitney (figura 16).

Os camundongos CBA infectados (Pb) apresentaram no dia em que morreram
(oitavo dia) a parasitemia (7,3%) 2,3 vezes menor do que a parasitemia (16,8%) dos
camundongos Balb/C no nono dia. Por outro lado, os camundongos Balb/C
morreram com uma parasitemia 7,2 vezes maior (52,4%) do que os camundongos
CBA. O tratamento com pentoxifilina ndo alterou este resultado na maioria dos
animais, contudo os camundongos CBA tratados que morreram tardiamente (23%)

apresentaram parasitemia elevada (41,2%).
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Figura 15. Influéncia da pentoxifiina sobre a parasitemia (%) dos camundongos Balb/C néao
susceptiveis & malaria cerebral infectados com 10° hemécias parasitadas pelo P. berghei ANKA e
tratados a partir do terceiro dia de infeccdo com 8mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX) ou NaCl 0,9%
(Pb), nos 4°, 9°, 15° e 21° dias da infec¢cdo. No quarto (p=0,0005) e nono (p=0,034) dia de infecgao, o
grupo Pb+PTX apresentou um menor aumento da parasitemia em relagdo ao grupo Pb. No décimo
quinto (p=0,806) e no vigésimo primeiro dia (p=0,113) ndo houve diferenca estatistica entre as
medianas dos grupos. Analise realizada pelo teste t.
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Figura 16. Influéncia da pentoxifilina sobre a parasitemia (%) dos camundongos CBA susceptiveis a
malaria cerebral infectados com 10° hemacias parasitadas pelo P. berghei ANKA e tratados a partir
do terceiro dia de infeccdo com 8mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX) ou NaCl 0,9% (Pb), no 3°, 5° e
8° dia da infecgdo. Nao houve diferenga estatistica entre as medianas dos dois grupos no terceiro

(p=0,905), quinto (p=0,413) e oitavo (p=0,905) dia de infeccdo. Analise realizada pelo teste Mann-
Whitney.
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4.5.1 Aspectos morfolégicos da parasitemia

Os aspectos morfolégicos dos distendidos sanguineos corados com pandético
dos camundongos estudados encontram-se ilustrados na figura 17, nos quais estao
representados as parasitemia dos animais CBA e Balb/C infectados com
Plasmodium berghei ANKA no dia da morte espontdnea. Observamos parasitemia
alta nos camundongos Balb/C (52,4%) e parasitemia baixa (7,3%) nos
camundongos CBA. O tratamento com pentoxifilina ndo modificou estes aspectos.
Observamos também a presenca de eritroblastos infectados apds o décimo dia de

infeccdo, nos camundongos Balb/C.
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Figura 17. Parasitemia dos camundongos susceptiveis e ndo susceptiveis a malaria cerebral,
infectados com 10° eritrdcitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA no dia da morte. A)
Camundongo CBA. B) Camundongo Balb/C. C) Presenca de eritroblastos infectados no camundongo
Balb/C. Aumento de 1000x (Pandtico).
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4.6 Influéncia da pentoxifilina sobre a capacidade fagocitaria dos
macrofagos peritoneais dos camundongos CBA susceptiveis e
Balb/C ndo susceptiveis a malaria cerebral por Plasmodium berghei
ANKA

A influéncia da pentoxifilina sobre a capacidade fagocitaria dos macréfagos
peritoneais dos camundongos n&o susceptiveis (Balb/C) e dos camundongos
susceptiveis (CBA) infectados com P. berghei ANKA foi avaliada utilizando-se os
parametros: indice fagocitario (IF), média de leveduras ingeridas/aderidas por
macréfago (M) e proporgdo de macréfagos envolvidos na fagocitose (M@3%). A
avaliacdo da capacidade fagocitaria foi realizada utilizando uma suspenséo de
Saccharomyces cerevisiae sensibilizada com soro fresco de camundongo, ou nao
sensibilizada, na presenca de soro fetal bovino inativado (SFB).

Pela fagocitose testada com leveduras sensibilizadas por opsoninas presentes
no soro fresco de camundongo, principalmente proteinas do sistema complemento,
procuramos avaliar a capacidade fagocitaria por meio dos receptores para fracées
do sistema do complemento e receptores para a fracdo Fc das imunoglobulinas.
Pela fagocitose testada na presenca de soro fetal bovino inativado procuramos
analisar a ingestdo de leveduras pelos receptores para padrboes moleculares de
patdgenos que reconhecem moléculas como manose e glucana presentes na

superficie dos patégenos.
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4.6.1 Fagocitose pelos receptores que reconhecem padrdes

moleculares de patdégenos

A avaliagcdo da capacidade de ingerir leveduras pelos receptores para
padrdes de reconhecimento foi realizada utilizando 10° ou 4x10° leveduras ndo
sensibilizadas por escavacgéo.

Embora sem diferenca estatistica, a capacidade fagocitaria nos camundongos
CBA foi menor em todos os grupos estudados em comparagado ao grupo controle,
quando a proporcdo de 4x10° de leveduras ndo sensibilizadas foi utilizada, devido o
menor envolvimento de macrofagos na fagocitose (p>0,05, Kruskal-Wallis). Na
proporcdo de 10° leveduras utilizada ndo houve diferenca estatistica entre as
medianas dos indices fagocitarios, envolvimento de macréfagos na fagocitose e
quantidade de particulas ingeridas/aderidas entre os grupos estudados para os
camundongos CBA (modelo susceptivel a malaria cerebral), p>0,05, Kruskal-Wallis
(figura 18B,D,F e 19B,D,F). Da mesma forma, ndo houve diferenga significante
quando a capacidade fagocitaria foi testada nos grupos de camundongos Balb/C
(modelo nao susceptivel a MC), nas duas propor¢gdes de leveduras (p>0,05,
ANOVA; figura 18A,C,E e 19A,C,E).

Comparando-se a capacidade fagocitaria nos dois modelos, observamos que
todos os grupos dos camundongos nao susceptiveis a MC (Balb/C) apresentaram a
mediana do IF maior do que aquela dos animais do grupo CBA, embora somente os
grupos tratados com a pentoxifilina, infectados ou n&o, tenham apresentado
diferenca estatistica, nas duas proporcdes (10° ou 4x10°) de leveduras nao
sensibilizadas estudadas (figura 20A e 21A). Isto foi devido ao maior envolvimento
de macrofagos na fagocitose (figura 20B e 21B), pois a quantidade de leveduras

ingeridas manteve-se inalterada; p<0,05, Mann-Whitney (figura 20C e 21C).
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Figura 18. Influéncia da pentoxifilina sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos
na fagocitose e média de leveduras ingeridas, nos modelos CBA e Balb/C de camundongos
infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: camundongos nao infectados
tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX), animais infectados
tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifiina (Pb+PTX). A fagocitose foi
avaliada na presenga de soro fetal bovino, utilizando 10° leveduras nao sensibilizadas. Teste de
Kruskal-Wallis para o modelo CBA e teste de ANOVA para o modelo de camundongos Balb/C. O
valor de p esta descrito em cada grafico.
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Figura 19. Influéncia da pentoxifilina sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos na
fagocitose e média de leveduras ingeridas, nos modelos CBA e Balb/C de camundongos infectados ou
ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: camundongos n&o infectados tratados com salina 0,9%
(Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX), animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb)
oucom 8 mg/K%J/dia de pentoxifilina (Pb+PTX). A fagocitose foi avaliada na presenga de soro fetal bovino,
utilizando 4x10° leveduras nao sensibilizadas. Teste de Kruskal-Wallis, para o modelo CBA e teste de
ANOVA para o modelo Balb/C. O valor de p esta descrito em cada grafico.
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Figura 20. Analise comparativa da capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais utilizando 10°
leveduras nao sensibilizadas entre os modelos: susceptivel (CBA — #) e ndo susceptivel (Balb/C -#)
a malaria cerebral. A) Camundongos Balb/C tratados com pentoxifilina tiveram a mediana do indice
fagocitario maior em relagdo aos camundongos CBA. B) Camundongos Balb/C tratados com
pentoxifilina apresentaram maior quantidade de macréfagos envolvidos na fagocitose do que os
camundongos CBA. C) Nao houve diferengca na quantidade de leveduras fagocitadas entre os grupos
(p>0,05). Andlises realizadas pelo teste Mann-Whitney. Valores significantes de p foram
apresentados nos graficos.
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Figura 21. Andlise comparativa da capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais utilizando 4x10°

leveduras ndo sensibilizadas entre os modelos: susceptivel (CBA — #) e nao susceptivel (Balb/C -#)
a malaria cerebral. A) Camundongos Balb/C tratados com pentoxifilina tiveram a mediana do indice
fagocitario maior em relagdo aos camundongos CBA. B) Camundongos Balb/C tratados com
pentoxifilina apresentaram maior quantidade de macréfagos envolvidos na fagocitose do que os
camundongos CBA. C) Nao houve diferenga na quantidade de leveduras fagocitadas entre os grupos
(p>0,05). Andlises realizadas pelo teste Mann-Whitney. Valores significantes de p foram
apresentados nos graficos.
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4.6.2 Fagocitose pelos receptores para opsoninas

Pela fagocitose realizada na presenga de soro fresco de camundongo
procuramos avaliar a capacidade de fagocitar leveduras opsonizadas pelos
macrofagos de camundongos susceptiveis (CBA) e ndo susceptiveis (Balb/C) a
malaria cerebral, por meio dos receptores para a fragdo Fc das imunoglobulinas e
receptores para as proteinas do sistema complemento. Para tal, foram utilizadas
duas proporcdes diferentes de leveduras sensibilizadas: 10° e 4x10° leveduras.

Em todos os grupos dos animais Balb/C houve aumento do indice fagocitario
em relagdo ao grupo controle. Sendo que o grupo PTX foi capaz de aumentar a
mediana do indice fagocitario (495) em relagdo a mediana do grupo controle (336)
em 32,1%; a infecgdo malarica em 36,8% (532) e o tratamento com PTX dos
animais infectados promoveu um aumento de 51% (686), quando utilizou-se 4x10°
leveduras sensibilizadas (p=0,019, ANOVA; figura 23A). Isso deveu-se a um
aumento discreto tanto da quantidade de macrofagos envolvidos na fagocitose
(p=0,143, ANOVA; figura 23B) quanto da meédia de leveduras ingeridas por
macrofagos (p=0,544, ANOVA,; figura 23C).

Quando utilizamos 10° leveduras sensibilizadas, houve aumento da
capacidade fagocitaria nos dois grupos tratados com a pentoxifilina (PTX e PTX+Pb)
(p=0,033, ANOVA; figura 22C), sendo que isto refletiu em um aumento similar no IF,
embora sem significancia estatistica (p=0,303, ANOVA; figura 22A). Porém, nao
houve alteragdo na média de leveduras fagocitadas por macrofago (p=0,937,
ANOVA,; figura 22E).

No modelo CBA, ndo houve diferenca estatistica na fagocitose entre os quatro
grupos estudados (p>0,05, Kruskal-Wallis) (Figuras 22B,D,F e 23B,D,F).

Comparando-se a capacidade fagocitaria nos dois modelos, a pentoxifilina

promoveu o aumento da mediana do indice fagocitario dos macrofagos dos

72



camundongos Balb/C em relacdo aos camundongos CBA (p<0,05 para 10° e 4x10°,
Mann-Whitney; figura 24A e 25A), por aumentar tanto a quantidade de macrofagos
envolvidos na fagocitose (p<0,05 para 10° e 4x10°, Mann-Whitney; figura 24B e
25B) quanto o numero médio de particulas ingeridas por macréfago (p<0,05 para
10° e 4x10% Mann-Whitney; figura 24C e 25C). Quando utilizamos 4x10°, esta
diferenga ficou evidente para todos os grupos, exceto o controle (p<0,05, Mann-

Whitney e figura 25).
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Figura 22. Influéncia da pentoxifilina sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos
na fagocitose e média de leveduras ingeridas, em modelos de camundongos CBA (B, D, F) e
modelos Balb/C (A, C, E) infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos:
camundongos nao infectados tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de
pentoxifilina (PTX), animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de
pentoxifilina (Pb+PTX). A fagocitose foi avaliada na presenga de soro fresco murino, utilizando 10°
leveduras sensibilizadas. A analise foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis no modelo CBA e pelo
teste de ANOVA no modelo Balb/C. O valor de p esta descrito em cada grafico. Segundo o método
comparativo de Student-Newman-Keuls aplicado ao teste de ANOVA, a pentoxifilina promoveu um
percentual maior de macrofagos envolvidos na fagocitose nos camundongos Balb/C (p=0,033).
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Figura 23. Influéncia da pentoxifilina sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos na
fagocitose e média de leveduras ingeridas, em modelos de camundongos CBA (B, D, F) e Balb/C (A, C,
E) infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: camundongos nao infectados tratados
com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX), animais infectados tratados com
salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX). A fagocitose foi avaliada na presenga de
soro fresco murino, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas. A analise foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis no modelo CBA e pelo teste de ANOVA no modelo Balb/C. O valor de p esta descrito em
cada grafico. Segundo o método comparativo de Student-Newman-Keuls aplicado ao teste de ANOVA, a
pentoxifilina promoveu aumento do indice fagocitario nos camundongos Balb/C (p=0,019).
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Figura 24. Anélise comparativa da capacidade fagocitaria dos macréfagos peritoneais utilizando 10°
leveduras sensibilizadas entre os modelos: susceptivel (CBA — #) e nado susceptivel (Balb/C -#) a
malaria cerebral. A) Camundongos CBA tratados com pentoxifilina tiveram a mediana do indice
fagocitario dos macréfagos menor em relagdo aos camundongos Balb/C; p=0,013 para o grupo PTX
e p=0,034 para o grupo Pb+PTX. Nao houve diferenga estatistica entre os demais grupos (p>0.05).
B) Camundongos Balb/C apresentaram o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose maior
que os camundongos CBA, nos grupos tratados com pentoxifilina; p=0,013 para o grupo PTX e
p=0,006 para o grupo Pb+PTX. Nao houve diferenga estatistica entre os demais grupos (p>0.05). C)
N&o houve diferengca na quantidade de leveduras fagocitadas entre os grupos (p>0,05), exceto entre
os grupos PTX onde a pentoxifilina promoveu um aumento na ingestdo de leveduras no modelo
Balb/C; p=0,043. Analises realizadas pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 25. Analise comparativa da capacidade fagocitaria de macrofagos peritoneais utilizando 4x10°
leveduras sensibilizadas entre os modelos: susceptivel (CBA — #) e ndo susceptivel (Balb/C -#) a
malaria cerebral. A) Exceto entre o grupo controle (p<0,05), os camundongos CBA apresentaram a
mediana do indice fagocitario menor em relagdo aos camundongos Balb/C (p=0,05). B)
Camundongos Balb/C apresentando o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose maior que
os camundongos CBA (p<0,05), exceto no grupo controle. C) O modelo murino Balb/C fagocita mais
leveduras que o CBA, principalmente no grupo PTX (p=0,011). Andlises realizadas pelo teste Mann-
Whitney. Valores de p significantes foram apresentados nos graficos.
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4.6.3 Aspectos morfolégicos da fagocitose

Os aspectos morfoldgicos da fagocitose de Saccharomyces cerevisiae pelos
macrofagos peritoneais dos animais estudados encontram-se nas figuras 26 e 27,
nas quais estao representadas a fagocitose por meio de receptores para padroes de
reconhecimento, na presenga de soro fetal bovino e por receptores para opsoninas,

na presenga de soro fresco de camundongo.

B

Figura 26. Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae por macréfagos peritoneais de camundongos
infectados com P. berghei ANKA, testada por meio de receptores para padrdo de reconhecimento, na
presenca de soro fetal bovino. A) Camundongos CBA. B) Camundongos Balb/C. Aumento de 1000x
(Pandtico).
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B

Figura 27. Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae por macréfagos peritoneais de camundongos
infectados com P. berghei ANKA, testada por meio de receptores para opsoninas, na presenga de soro
fresco de camundongo. A) Camundongos CBA. B) Camundongos Balb/C. Aumento de 1000x (Pandtico).
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4.7 Producéo de fator de necrose tumoral

Para avaliar se a pentoxifilina influencia a producdo do fator de necrose
tumoral em camundongos susceptiveis (CBA) e n&o susceptiveis (Balb/C) a malaria
cerebral, o soro e o sobrenadante das culturas de macréfagos estimulados ou nao
com lipopolissacarideos foram coletados no oitavo dia de infecgdo malarica, sendo o

FNT determinado pelo teste de ELISA.

4.7.1 Producao de fator de necrose tumoral pelos camundongos

Balb/C néo susceptiveis a maléaria cerebral

Observamos que nos camundongos Balb/C, nem a infeccdo malarica e nem o
tratamento com a pentoxifilina influenciaram a producao de fator de necrose tumoral
basal no sobrenadante das culturas de macréfagos (p=0,436, Kruskal-Wallis; figura
28A). O mesmo foi verificado quando as culturas foram estimuladas com LPS
(p=0,559, Kruskal-Wallis; figura 28B). Também n&o houve diferenga nos niveis
séricos de FNT entre os quatro grupos analisados (p=0,187, Kruskal-Wallis; figura
28C). Entretanto, as concentragbes de FNT foram mais elevadas no sobrenadante

das culturas do que no soro dos animais (p>0,01, Kruskal-Wallis; figura 29)
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Figura 28. Influéncia da pentoxifilina sobre a producdo basal e estimulada de fator de necrose
tumoral por macréfagos peritoneais, in vitro, e sobre os niveis séricos desta citocina, no oitavo dia de
infecgdo pelo Plasmodium berghei ANKA nos camundongos Balb/C. Os grupos estudados foram:
camundongos nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e camundongos infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com pentoxifilina (Pb+PTX) . A)
Produgédo basal de FNT quantificado no sobrenadante das culturas de macrofagos; p=0,436; B)
Produgdo de FNT quantificado nas culturas de macréfagos apés estimulo com LPS; p=0,558; C)
Niveis séricos de FNT; p=0,187. Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre 0s grupos.
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Figura 29. Analise comparativa entre os niveis de FNT no soro e no sobrenadante das culturas de
macréfagos peritoneais no oitavo dia de infecgdo pelo P. berghei ANKA nos camundongos Balb/C. A)
camundongos néo infectados tratados com NaCl 0,9%; B) camundongos nao infectados tratados com
8 mg/Kg/dia de pentoxifilina; C) camundongos infectados tratados com NaCl 0,9%; e D)
camundongos infectados tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina. Os niveis de FNT no
sobrenadante das culturas dos macréfagos peritoneais foi significantemente maior do que os niveis
séricos.
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4.7.2 Producado de fator de necrose tumoral pelos camundongos

CBA susceptiveis a malaria cerebral

Nos camundongos CBA, a infec¢do malarica n&o influenciou a producéo de
fator de necrose tumoral basal (p=0,127, Kruskal-Wallis; figura 30A) ou estimulada
por LPS (p=0,245, Kruskal-Wallis; figura 30B) pelos macrofagos peritoneais. Da
mesma forma, ndo houve diferenga estatistica na concentragao sérica de FNT entre
os quatro grupos estudados (p=0,101, Kruskal-Wallis; figura 30C).

Entretanto, exceto para o grupo infectado e tratado com PTX, houve uma
tendéncia para as concentragdes séricas desta citocina serem menores do que 0s
valores observados no sobrenadante das culturas (p>0,05; figura 31A e 31B),
sendo esta diferenga significante para o grupo infectado tratado com NaCl 0,9%
(Pb), no qual a concentragdo de FNT no sobrenadante foi o dobro daquela
observada no soro (p=0,029, Mann-Whitney; figura 31C); Para os animais
infectados e tratados com PTX, as concentragbes do FNT foram menores e nao

houve diferenca entre os dois grupos (p=0,841, Mann-Whitney; figura 31D).
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Figura 30. Influéncia da pentoxifilina sobre a produgcédo basal e estimulada de fator de necrose
tumoral por macréfagos peritoneais, in vitro, e sobre os niveis séricos desta citocina, no oitavo dia de
infecgdo do Plasmodium berghei ANKA nos camundongos CBA. Os grupos estudados foram:
camundongos nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e camundongos infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com pentoxifilina (Pb+PTX) . A)
Producao basal de FNT quantificado no sobrenadante das culturas de macrofagos; p=0,127; B)
Producdo de FNT quantificado nas culturas de macréfagos apds estimulo com LPS; p=0,245; C)
Producéo de FNT no soro dos animais Balb/C; p=0,101. Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método
de Dunn para comparacao entre 0s grupos.
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Figura 31. Niveis de FNT no soro e no sobrenadante de macréfagos peritoneais no oitavo dia de
infeccao pelo P. berghei ANKA nos camundongos CBA. A) camundongos néo infectados tratados
com NaCl 0,9%; B) camundongos néo infectados tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina; C)
camundongos infectados tratados com NaCl 0,9%; e D) camundongos infectados tratados com 8
mg/Kg/dia de pentoxifilina. Os niveis de FNT no sobrenadante das culturas dos macréfagos
peritoneais dos camundongos infectados foi significantemente maior que os niveis séricos, exceto
para os animais infectados e tratados com pentoxifilina.

85



4.7.3 Analise comparativa da producéao de fator de necrose tumoral
pelos camundongos Balb/C nado susceptiveis e os CBA

susceptiveis a malaria cerebral

Exceto para o grupo controle, observamos uma tendéncia a menor produgao
basal de FNT pelos macréfagos peritoneais dos camundongos CBA (susceptiveis a
malaria cerebral) do que pelos animais Balb/C (ndo susceptiveis) (p>0,05 Mann-
Whitney, Figuras 32A, B, C), sendo esta diferenca significante para os animais
infectados e tratados com a pentoxifilina (p=0,008, Mann-Whitney, Figura 32D).
Quando o LPS foi acrescentado as culturas, ndao houve diferengca na producao de
FNT entre os dois modelos (p>0,05, Mann-Whitney; figura 33 e 34). Com também
nado houve diferenca na concentragdo sérica de FNT entre os dois modelos

estudados (p>0,05, Mann-Whitney, figura 34).
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Figura 32. Analise comparativa da produgédo basal de FNT nos sobrenadantes das culturas de
macréfagos peritoneais no oitavo dia da infecgdo pelo P. berghei ANKA entre os camundongos
Balb/C e CBA. A) camundongos nédo infectados tratados com NaCl 0,9%; B) camundongos né&o
infectados tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina; C) camundongos infectados tratados com NaCl

0,9%; e D) camundongos infectados tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina.
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Figura 33. Analise comparativa da concentragcdo de FNT nos sobrenadantes das culturas apds
estimulo com LPS, no oitavo dia de infec¢ao pelo P. berghei ANKA entre os camundongos Balb/C e
CBA. A) camundongos ndo infectados tratados com NaCl 0,9%; B) camundongos n&o infectados
tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina; C) camundongos infectados tratados com NaCl 0,9%; e D)
camundongos infectados tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina.
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Figura 34. Analise comparativa da concentragdo sérica de FNT no oitavo dia de infecgdo pelo P.
berghei ANKA entre os camundongos Balb/C e CBA. A) camundongos n&o infectados tratados com
NaCl 0,9%; B) camundongos nao infectados tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina; C)
camundongos infectados tratados com NaCl 0,9%; e D) camundongos infectados tratados com 8

mg/Kg/dia

de pentoxifilina.
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4.8 Producdo de peroxido de hidrogénio pelos macrofagos
peritoneais de camundongos CBA susceptiveis e Balb/C néao
susceptiveis a maléaria cerebral na infeccdo pelo Plasmodium
berghei ANKA

Para avaliar a influéncia da pentoxifilina sobre a producdo de peréxido de
hidrogénio, basal e apds estimulo com PMA, nos dois modelos murinos, o
sobrenadante das culturas dos macréfagos peritoneais foram coletados no oitavo dia
da infecgdo malarica e o produgédo do peroxido de hidrogénio foi avaliada, in vitro,
pelo método de Pick e Keisari (1980) de oxidagao do vermelho de fenol na presenca
de peroxidase, sendo a concentragdo expressa em uM/1,5x10° M@/h.

Nao houve diferenca estatistica na produc¢ao basal ou estimulada do peréxido
de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos camundongos Balb/C (p=0,998 e
p=0,990; respectivamente, ANOVA, figura 35A e B). Também n&o foi possivel
detectar diferenca na produgdo do H,O, basal ou estimulada entre os grupos de
camundongos CBA estudados (p=0,953 e p=0,979, respectivamente; Kruskal-Wallis;
figuras 35C e D).

Entretanto, embora sem significancia estatistica, observamos uma menor
producao deste radical livre pelos macréfagos dos camundongos CBA, susceptiveis
a malaria cerebral, p=0,685, Kruskal-Wallis (figura 36). Apds estimulo com PMA, a
diferenga de produgao do perdxido de hidrogénio entre os dois modelos ficou menos

evidente, p=0,991, Kruskal-Wallis (figura 37).
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Figura 35. Influéncia da pentoxifilina sobre a produgdo, in vitro, de peréxido de hidrogénio nos
modelos susceptiveis (CBA) ou ndo (Balb/C) a malaria cerebral, nos grupos infectados com P.
berghei ANKA, tratados (Pb+PTX) ou ndo (Pb) com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina e nos camundongos
nao infectados tratados (PTX) ou ndo com pentoxifilina (Controle). A) Produgéo basal de perdxido de
hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos camundongos Balb/C, p>0,05, ANOVA. B) Produgao de
peroxido de hidrogénio apés estimulo com PMA pelos macrofagos peritoneais dos camundongos
Balb/C, p>0,05, ANOVA C) Produgéao basal de perdxido de hidrogénio pelos macréfagos peritoneais
dos camundongos CBA, p>0,05, Kruskal-Wallis. D) Produgdo de peroxido de hidrogénio apds
estimulo com PMA pelos macréfagos peritoneais dos camundongos CBA p>0,05, Kruskal-Wallis.
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Figura 36. Analise comparativa da influéncia da pentoxifilina sobre a produgédo basal, in vitro, de
peroxido de hidrogénio nos modelos susceptiveis (CBA — #) ou ndo (Balb/C -#) & malaria cerebral.
Embora sem diferenga estatistica, observamos uma menor concentragdo do perdxido de hidrogénio
nos camundongos CBA. O estudo foi realizado nos seguintes grupos: Camundongos nao infectados,
tratados (PTX) ou ndo (Controle) com pentoxifilina e infectados com P. berghei ANKA, tratados
(Pb+PTX) ou ndo (Pb) com pentoxifilina. p=0,685, Kruskal-Wallis

91



100

s 90 ° b
s ° % ° °
S 80 ° ° °
S o °
» 70 ° ® °
2 60 + R
oZ 4 ® )
£F 50 ° ° N [ P L] °
i=2
g€ 401 o —e—
T —e— —e—
° 30 —— —
o ——
3 20 R ° e o
9 ° ° —
8 104 ©®% ° 0e® ° ° e® o ° oo
° °® 0.
0 T T , T T T .T T
Controle Controle PTX PTX Pb Pb PB+PTX Pb+PTX

Figura 37. Analise comparativa da influéncia da pentoxifilina sobre a producgéo, in vitro, de peréxido
de hidrogénio apdés estimulo com PMA nos modelos susceptiveis (CBA — #) ou nao (Balb/C -#) a
malaria cerebral.Ndo houve diferenga estatistica entre os grupos. O estudo foi realizado nos
seguintes grupos: camundongos nao infectados, tratados (PTX) ou n&o (Controle) com pentoxifilina e
infectados com P. berghei ANKA, tratados (Pb+PTX) ou ndo (Pb) com pentoxifilina. p=0,991, Kruskal-
Wallis
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4.9 Producédo de 6xido nitrico pelos macréfagos peritoneais dos
camundongos CBA susceptiveis e Balb/C nédo susceptiveis a

maléaria cerebral na infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA

A influéncia da pentoxifilina sobre a producdo de éxido nitrico foi avaliada, in
vitro, utilizando a técnica de Griess, no oitavo dia de infec¢do, no sobrenadante das
culturas de macrofagos peritoneais dos modelos Balb/C ndo susceptiveis e CBA
susceptiveis a malaria cerebral, sem ou apds estimulo com lipopolissacarideo e/ou
interferon-y.

No modelo nao susceptivel a malaria cerebral (Balb/C) nao foi possivel
detectar, entre os grupos estudados, diferenca estatisticamente significante na
produgao basal ou estimulada de éxido nitrico nos sobrenadantes das culturas dos
macrofagos (p>0,05, Kruskal-Wallis; figura 38). Entretanto, nos camundongos
susceptiveis a malaria cerebral (CBA), a pentoxifilina promoveu um aumento
significante na produgao basal de 6xido nitrico nos animais infectados em relagao
aos demais grupos, sendo as medianas de 303 para o grupo controle; de 300 para o
grupo PTX; de 332 para o grupo Pb e 603 no grupo Pb+PTX (p=0,006, Kruskal-
Wallis; figura 39A). O mesmo nao foi observado quando a produgao do éxido nitrico
foi testada apds estimulos (p>0,05, Kruskal-Wallis; figuras 39B, C e D).

Quando comparados os dois modelos entre si, observamos que 0s animais
infectados tratados com pentoxifilina do modelo CBA produzem 2,2 vezes mais
oxido nitrico do que aqueles do modelo Balb/C, sendo as medianas de 603 e 282
uM, respectivamente (p=0,041, Kruskal-Wallis; figura 40D). Nao houve diferenca

estatistica entre os outros grupos (p>0,05, Kruskal-Wallis; figuras 40A, B e C).
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Figura 38. Influéncia da pentoxifilina sobre a produgéo de éxido nitrico basal ou estimulada com LPS
e/ou INF-y, in vitro, pelos macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C, infectados ou ndo com P.
berghei ANKA, nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com NaCl 0,9% (Controle)
ou com pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com pentoxifilina
(Pb+PTX). A) Produgado basal; p=0,387. B) Produgéo apds estimulo com lipopolissacarideo (LPS);
p=0,328. C) Produgdo apds estimulo com interferon gama (INF-y); p=0,702. D) Produgéo apds
estimulo com LPS e INF-y; p=0,591. Kruskal-Wallis. Nao houve diferencga estatistica entre os grupos
na producdo basal ou apds estimulos.
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Figura 39. Influéncia da pentoxifilina sobre a produgéo de éxido nitrico basal ou estimulada com LPS
e/ou INF-y, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de camundongos CBA, infectados ou ndo com P.
berghei ANKA, nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com NaCl 0,9% (Controle)
ou com pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com pentoxifilina
(Pb+PTX). A) Os macrofagos dos animais do grupo Pb+PTX produziram significantemente mais
oxido nitrico basal do que os macrofagos dos outros grupos de animais infectados tratados com
pentoxifilina; p=0,006, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os
grupos. B) Produgdo apods estimulo com lipopolissacarideo (LPS); p=0,653, Kruskal-Wallis. C)
Producédo apos estimulo com interferon gama (INF-y); p=0,946, Kruskal-Wallis. D) Produgao apos
estimulo com LPS e INF-y; p=0,710, Kruskal-Wallis.
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Figura 40. Analise comparativa da influéncia da pentoxifilina sobre a produgéo, in vitro, de 6xido
nitrico basal pelos macréfagos peritoneais nos modelos nao susceptivel (Balb/C) e susceptivel (CBA)
a maléria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com pentoxifilina (PTX) e animais infectados
tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com pentoxifilina (Pb+PTX). Os macréfagos dos camundongos CBA
infectados e tratados com pentoxifilina produziram significantemente mais 6xido nitrico do que os
macrofagos dos animais ndo susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C). O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para a analise entre dois grupos.
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4.10. Correlacao entre o fator de necrose tumoral e 0 peso

O peso dos camundongos Balb/C infectados pelo Plasmodium berghei ANKA

e tratados com 8mg/Kg/dia de pentoxifilina mostrou correlagao inversa com os niveis

de FNT apods estimulo com LPS, no sobrenadante da cultura de macrofagos (rs=-

0,929, p=0,007, Spearmann). Ndo houve significAncia nas correlagdes entre os

demais grupos (Tabela 01).

Tabela 01

Correlagao entre peso e a produgéo de FNT nos camundongos susceptiveis (Balb/C) ou ndo (CBA) a
maléria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA

Cepade

Camundongo Grupo Parametro rs p Teste
FNT basal no sobrenadante x peso 0,571 0,151 Spearmann
Pb FNT LPS no sobrenadante x peso 0,214 0,661 Spearmann
FNT no soro x peso -0,216 0,429 Spearmann
Balb/C

FNT basal no sobrenadante x peso -0,595 0,123  Spearmann
Pb+PTX  FNT LPS no sobrenadante x peso -0,929 0,007  Spearmann
FNT no soro x peso -0,454 0,191 Spearmann

FNT basal no sobrenadante x peso -0,827 0,172 Pearson

Pb FNT LPS no sobrenadante x peso -0,887 0,112 Pearson

FNT no soro x peso -0,866 0,134 Pearson

CBA

FNT basal no sobrenadante x peso 0,400 0,517 Spearmann
Pb+PTX  FNT LPS no sobrenadante x peso 0,100 0,95 Spearmann
FNT no soro x peso -0,100 0,95 Spearmann

Todos os resultados estdo dispostos em tabelas no final desta dissertacdo no

Anexo de Tabela
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A malaria apresenta mecanismos imunopatolégicos complexos e ainda pouco
esclarecidos. Muito do conhecimento adquirido sobre a imunopatologia da malaria é
proveniente dos estudos utilizando diferentes tipos de animais, principalmente,
varias linhagens de camundongos e também pela utilizagdo de espécies e cepas
diferentes de plasmédios. O modelo animal combinado com o tipo de plasmddio
fornece ferramentas para o estudo dos diversos aspectos e formas da malaria, pois,
mimetizam alguns sintomas e respostas imunolégicas do ser humano. Neste
trabalho, foram utilizados dois modelos de camundongos, um da linhagem Balb/C e
outro da linhagem CBA, ambos infectados pelo Plasmodium berghei ANKA, no
intuito de avaliar o efeito da pentoxifilina sobre a resposta imunitaria de animais que
sao resistentes a malaria cerebral em comparagao com aqueles que apresentam a
forma grave cerebral da doenca.

Os camundongos CBA sdo geneticamente susceptiveis a malaria cerebral
quando infectados com o Plasmodium berghei ANKA e desenvolvem sintomas
neurolégicos semelhantes aos da malaria cerebral humana, entre os quais, ataxia,
paralisia dos membros em graus variados, convulsdo e coma (Grau e cols, 1987,
Neill & Hunt, 1992; Brain de Souza & Riley, 2002; Rae e cols, 2004). Estudos
histopatoldgicos e de imagenologia funcional demonstram também a presenga de
alteracbes cerebrais estruturais, vasculares e metabdlicas semelhantes as
observadas em seres humanos com malaria cerebral, que s&o provocadas
principalmente pela presenga de edema cerebral, hemorragia petequial, hipdxia,
lesbes parenquimatosas e disfungcdo vascular incluindo a quebra da barreira
hemato-encefélica, redugédo do fluxo sanguineo cerebral e perturbagdes graves da
microvasculatura cerebral que levam a um quadro de isquemia cerebral (Neill &
Hunt, 1992; Brown e cols, 1999; Medana e cols, 2000; Sanni e cols, 2001; Penet e

cols, 2005). Todavia, existem algumas diferengas entre a malaria cerebral do
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modelo CBA e a de seres humanos, relacionadas principalmente com o tipo de
sequestro na microcirculagdo cerebral. Na malaria cerebral humana ocorre
predominantemente sequestro de hemacias parasitadas com capacidade de agregar
hemacias normais na microvasculatura, contudo, também ¢é possivel observar
sequestro de leucécitos, porém em menor quantidade. Ao contrario, no camundongo
CBA, ocorre sequestro principalmente de leucécitos e em menor quantidade de
hemacias parasitadas (Grau e cols, 1987; Silamut e cols, 1999; Hearn e cols, 2000).

Camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei ANKA sao resistentes a
malaria cerebral, ndo apresentando manifestacdo neuroldgica nem sequestro de
hemacias parasitadas ou leucdcitos na microvasculatura (Grau e cols, 1987),
entretanto, apresentam anemia grave, devido ao aumento da destruigao e queda na
producdo de hemacias. A destruicio aumentada de hemacias € causada
inicialmente pela maturagcdo do esquizonte e utilizagdo da hemoglobina pelo
plasmédio e depois pelo reconhecimento imune pelo hospedeiro e pela remocéo das
hemacias parasitadas e ndo parasitadas no baco. Ademais, a producdo de
hemacias esta comprometida na malaria, principalmente devido a redugdo do
numero de precursores eritropoiético, a baixa responsividade a eritropoetina e a
deseritropoese onde ocorre incorporagcao inadequada do ferro e maturacao
eritrocitaria deficiente (Clark & Chaudhri, 1988; Miller e cols, 1989; Evans e cols,
2006).

Em regides com alta densidade parasitaria e vetorial, aproximadamente 2%
dos individuos com malaria apresentam a forma grave da doenga e metade destas
vao a o6bito (Greenwood e cols, 1991). Dentre os individuos que apresentam as
formas clinicas graves estdo os primo-infectados. Porém, as maiores taxas de
morbidade e mortalidade ocorrem em criangas abaixo de 5 anos que morrem

frequentemente de anemia grave ou com malaria cerebral (Murphy & Brenan, 2001;
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Reyburn e cols, 2005). Na malaria cerebral e na anemia grave da malaria, uma
resposta imunitaria apropriada é critica e determinante da evolugdo da infecgao
malarica, tanto no modelo experimental quanto em humanos (Hunt & Grau, 2003;
Chang & Stevenson, 2004; Wroczynska e cols, 2005). A resposta proé-inflamatéria é
benéfica no inicio da doenca (Torre e cols, 2002), sendo responsavel pela limitagao
da parasitemia e pela ativagcdo das células efetoras do sistema imune (Muniz-
Junqueira e cols, 2001; Krishnegowda e cols, 2004; Hernandez-Valladares, 2006),
entretanto, € justamente a produgdo exacerbada de citocinas inflamatdrias,
principalmente o FNT, que causa o dano tecidual (Clark e cols, 1989; Grau & Lou,
1994). Consequentemente, no intuito de diminuir a morbi-mortalidade da doenca,
varios estudos avaliaram a associagdo de drogas anti-plasmodiais com drogas
capazes de modular a resposta imunitaria, como a talidomida, a pentoxifilina e
drogas anti-FNT (Kwiatkowski e cols, 1993; Di Perri e cols, 1995; Muniz-Junqueira e
cols, 2005; Das e cols, 2003; Muniz-Junqueira, 2006). No caso da pentoxifilina,
varios estudos foram realizados utilizando modelos susceptiveis a malaria cerebral
(Kremsner e cols, 1991; Prada e cols, 1993), mas nao tem sido estudada a utilizagao
deste tratamento em camundongos resistentes a forma cerebral, como o Balb/C.
Neste trabalho, o tratamento dos animais infectados do modelo Balb/C e do
modelo CBA foi realizado utilizando a pentoxifilina, sendo que o tratamento foi
iniciado no terceiro dia da infeccdo para que se evitasse a inibicado do efeito anti-
parasitario do FNT sobre o Plasmodium berghei ANKA (Muniz-Junqueira e cols,
2001). Além disso, em estudos anteriores o tratamento com a pentoxifilina desde o
primeiro dia de infecgdo promoveu uma mortalidade maior e alteragbes
histopatoldgicas cerebrais e pulmonares mais graves no modelo CBA (Araujo e cols,
1995; Cunha e cols, 1996; Siqueira e cols, 1996). A dose de tratamento escolhida foi

a de 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina, pois, pelas observag¢des anteriores a pentoxifilina
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em dose mais alta (40 mg/Kg/dia) produziu efeitos toxicos enquanto a dose de 8
mg/Kg/dia apresentou melhores resultados, principalmente na parasitemia,
capacidade fagocitaria e produgao do perdxido de hidrogénio (Paula Jr, 2003).

Com objetivo de verificar se a pentoxifilina influenciava de maneira geral a
evolugdo da malaria nos camundongos Balb/C e CBA, o peso, o hematdcrito, a
carga parasitaria e a sobrevida, foram avaliados durante a infecgdo e o tratamento
com pentoxifilina. Com o objetivo de avaliar se a pentoxifilina poderia influenciar a
sobrevida destes animais, utilizamos duas doses de tratamento durante a curva de
mortalidade. Nossos dados mostraram que o tratamento dos animais Balb/C
infectados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina aumentou em um dia o inicio da morte e
em trés dias a sobrevida dos animais, contudo na dose de 16 mg/Kg/dia, o
tratamento causou a morte precoce dos animais, sugerindo um efeito toxico nesta
concentracdo. Quando utilizada na dose 8 mg/Kg/dia no camundongo Balb/C, a
pentoxifilina também foi capaz de retardar a elevacdo da parasitemia até o décimo
dia de infec¢do. Possivelmente, esta acdo ocorreu de modo indireto pelo aumento
dos mecanismos de defesa anti-parasitarios, ja que a pentoxifilina ndo tem acao
anti-parasitaria direta, nesta dose pelo menos in vitro (Santos-Neto e cols, 1992).

Os camundongos Balb/C n&o tratados comegaram a morrer por volta do
décimo segundo dia com a parasitemia de 52,4%, com hematécrito de 12,2%, com
sinais de comprometimento geral como ericamento de pélo, dispnéia e apatia e
sinais clinicos de anemia, como palidez de mucosas; enquanto que com o0s
camundongos CBA ocorreu o oposto, os animais comegaram a morrer a partir do
sétimo dia com a parasitemia de 7,3%, o hematdcrito de 43%, sinais de
comprometimento geral como erigamento de pélo e apatia e sintomas neuroldgicos
como ataxia, movimentos em circulo, paralisia, convulsdo e coma. Nos animais

CBA, o tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina, a partir do terceiro dia de
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infecgdo, nao alterou a parasitemia nem influenciou o tempo de inicio da morte,
porém, aumentou em treze dias a sobrevida dos animais infectados tratados.
Kremsner e cols (1991), apesar de utilizarem uma dose mais alta da pentoxifilina
(Tmg/kg) também observaram aumento da sobrevida em camundongos CBA
infectados com P. berghei ANKA. No nosso estudo, os camundongos CBA que
morreram tardiamente ndo apresentaram sintomas neuroldgicos; por outro lado,
23% destes animais apresentaram anemia com hematdcrito de 21,3%, parasitemia
de 41,2% e sintomas como dispnéia, apatia, palidez de mucosas e ericamento do
pélo. Nossos resultados foram semelhantes aos de Carvalho e cols (2000) e Grau e
cols (1989), que também observaram que 10% a 20% dos camundongos CBA
morrem com outras complicagcbes como anemia grave e hiperparasitemia, tendo
sido sugerido como causa provavel da evolugcdo diferenciada uma expressao
diferente de moléculas de adesdo na microvasculatura dos vasos.

Os animais tanto do modelo Balb/C quanto do modelo CBA possuiam entre
10 e 12 semanas de vida, nao existindo diferengca na média de peso no dia da
infeccdo entre os dois modelos, entretanto, ao longo da infecgdo pelo P. berghei
ANKA, os camundongos dos dois modelos perderam peso progressivamente.
Entretanto, os camundongos Balb/C perderam mais peso no sétimo dia da infecgao
do que os camundongos CBA. A comparacao entre a perda de peso nos dois grupos
foi realizada no sétimo dia de infecgdo porque a maioria dos animais infectados nao
tratados do modelo CBA morre neste dia. Diferentemente, Pierrot e cols (2003) n&o
conseguiram detectar diferenca na evolugdo do peso estudando camundongos
Balb/C e camundongos C57BL/6, susceptiveis a malaria cerebral, na vigéncia da
infeccdo malarica pelo P. berghei ANKA, porém neste estudo a idade dos animais

era maior (16 semanas).
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Quando tratamos os camundongos Balb/C infectados pelo Plasmodium
berghei ANKA com pentoxifilina, a partir do terceiro dia de infecgcédo, observamos que
houve uma perda de peso menor do sexto até o décimo primeiro dia de infeccao, em
relagdo ao grupo infectado e nao tratado. Por outro lado, nos camundongos CBA, o
tratamento com o mesmo esquema posoldgico n&o influenciou na perda de peso. E
provavel que esse efeito da pentoxifilina, produzindo menor perda de peso nos
camundongos Balb/C, tenha ocorrido pela sua influéncia na produgao de citocinas
tais como o FNT e a interleucina 12 (Tracey, 2002). Doengas letais, tanto agudas
quanto crbnicas, estdo associadas com deplecdo de peso causada pelo
desequilibrio metabdlico que leva a uma grande perda das reservas protéicas e
energéticas. Na malaria, a caquexia é resultante da agao de varios mediadores entre
eles citocinas como FNT, interleucina 1, interleucina 6 e interleucina 12. Yoshimoto e
cols (1998) observaram que o tratamento com anticorpo anti-interleucina 12 diminuiu
a perda de peso corporal em camundongos B57BL/6 infectados com Plasmodium
berghei NK65. Em camundongos, o tratamento prolongado com FNT promove perda
de peso, anemia, anorexia e perdas protéicas e lipidicas e em varios pacientes com
cancer, a presenga do FNT esta associada a caquexia (Tracey, 2002). De fato,
nossos dados mostraram uma relagdo inversa entre o FNT produzido pelos
macréfagos peritoneais e o peso, nos animais Balb/C infectados e tratados com
pentoxifilina. O mesmo n&o ocorreu para os camundongos infectados n&o tratados
do mesmo modelo ou para os camundongos do modelo CBA.

Nosso estudo procurou avaliar a influéncia da pentoxifilina sobre o
hematocrito dos camundongos Balb/C e CBA com o objetivo de verificar a
interferéncia desta droga na progressdo da anemia. A infeccdo malarica per si
diminuiu os hematdcritos nos animais Balb/C e CBA e o tratamento com pentoxifilina

nao alterou significantemente a evolugdo da anemia. Entretanto, a diminui¢do do
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hematdcrito ocorreu mais precocemente nos camundongos CBA, enquanto que nos
camundongos Balb/C, a anemia apareceu mais tardiamente, porém foi mais
acentuada. Interessantemente, observamos também que nos distendidos
sanguineos dos camundongos Balb/C havia um numero aumentado de eritroblastos
infectados pelo plasmaddio e reticulocitose, o que nao foi observado nas laminas dos
camundongos CBA. E provavel que esse fato tenha ocorrido pela estimulagdo de
células pluripotentes hematopoiéticas pelo Plasmodium berghei que circula em
grande quantidade pela medula, pois esta espécie tem propensdo para parasitar
hemacias imaturas (Silverman e cols, 1987). A anemia nos camundongos Balb/C
infectados com Plasmodium berghei ANKA se acentuou por volta do oitavo dia da
infeccdo sendo semelhante a de Roth & Herman (1979), que também descreveram
que o camundongo Balb/C apresenta anemia progressiva iniciando em torno do
sétimo dia da infeccao com posterior reticulocitose. Em outro estudo realizado com
varias linhagens de camundongos infectadas com P. chabaudi, observou-se que o
camundongo CBA é mais resistente a anemia e que essa aparece em torno do
quarto dia de infecgdo estabilizando-se nos dias posteriores (Stevenson e cols,
1982). Ressalta-se que a anemia apresentada pelo camundongo Balb/C n&o resulta
somente da hemdlise causada pelo processo de maturagdo do esquizonte e
liberacdo dos merozoitas, mas também pela exaustdo da medula hematopoiética e
das reservas de ferro, e também pela presenca de citocinas inflamatéria, como o
FNT que promove o declinio da producao de eritropoetina. De fato, o FNT diminui a
producao da eritropoetina indiretamente por inibir a produgao de IL-10, além de
estimular a eritrofagocitose pelos macrofagos (Roth & Herman, 1979; Miller e cols,
1989; Chang & Stevenson, 2004).

Tem sido demonstrado um papel importante do macréfago na defesa contra o

plasmaodio, principalmente, no estagio sanguineo da infecgdo malarica. O macréfago
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€ capaz de estimular tanto a resposta inata quanto a resposta imune adquirida por
meio da producgdo de citocinas como a interleucina 18, FNT, interferon-y, ou pela
producao de moléculas capazes de destruir o parasita como 6xido nitrico e perdxido
de hidrogénio ou ainda pelo proprio mecanismo de fagocitose. (Baratin, 2005;
Muniz-Junqueira e cols, 2006; Urban & Stevenson, 2005; Zhu e cols, 2005).

O processo de fagocitose € muito complexo e envolve uma diversidade de
receptores, contudo, esse mecanismo inicia pela interacdo de receptores especificos
na superficie do fagocito com os ligantes na superficie do patdgeno (Allen & Aderen,
1996), isso leva a uma polimerizagdo da actina no local com consequente
internalizacédo e desencadeamento de sinalizagdo intracelular acompanhada de
trafico de moléculas pela membrana, ativacdo de mecanismos microbicidas,
rearranjo do citoesqueleto, formagdo do fagolisossoma, ativagdo de mecanismos
microbicidas, producao de citocinas e quimiocinas e producdo de moléculas para o
processo de apresentagao do antigeno (Berdn e cols, 1995; Underhill & Ozinsky,
2002).

Devido ao grande numero de microorganismos existentes e a capacidade
destes de sofrerem mutagcdo, o complexo mecanismo de fagocitose requer varios
receptores especializados no reconhecimento, que se distribuem tanto na superficie
das células fagociticas mononucleares quanto internamente no citoplasma destas
células. Esses receptores reconhecem regides conservadas nos patdogenos, nao
existentes nas células eucaridticas superiores e sdo chamados de receptores de
reconhecimento para padrbes de patdgenos (RRPP), tais como o receptor para
manose (RM), receptor para lecitina, receptor para integrinas (CD11b/CD18),
receptores de limpeza que reconhecem lipopolissacarideo, receptores TOLL, entre
outros. Por outro lado, tanto a ativagcdo do sistema do complemento quanto a

resposta adaptativa do sistema imune induzindo a produgdo de anticorpos

106



ocasionam a presenga de componentes humorais que opsonizam o patégeno e
facilitam a fagocitose por meio de receptores presentes na superficie dos fagocitos
(Aderem & Underhill, 1999; Linehan e cols, 2000; Thomas e cols, 2000; Peiser &
Gordon, 2001; Stuart & Ezekowitz, 2005).

Quando testamos a fagocitose na presenca de soro fetal bovino, procuramos
avaliar a ingestdo de particulas por meio de receptores de reconhecimento de
padrées. Embora sem significancia estatistica, a pentoxifilina causou uma discreta
diminuicdo na capacidade fagocitaria dos macrofagos no modelo CBA devido a
diminuicdo de macrofagos envolvidos na fagocitose. Esse dado coincide com os
resultados de Paula Jr (2003) que também observou uma modulagdo negativa da
capacidade fagocitaria de camundongos CBA devido ao menor envolvimento dos
macrofagos na fagocitose e ao menor numero de leveduras/aderidas por
macrofagos. Provavelmente, nossos dados nao tenham mostrado diferenca
estatistica devido ao pequeno numero de camundongos CBA na amostra estudada.

Quando comparamos o0s dois modelos murinos, observamos que a
capacidade de fagocitar pelos receptores para padroes moleculares (PAMPs) é
menor nos camundongos CBA tratados com pentoxifilina, do que nos camundongos
Balb/C, devido a menor quantidade de macréfagos envolvidos na fagocitose. Entre
as hipéteses para explicar a desigualdade na capacidade fagocitaria entre os dois
modelos, encontra-se o fato de que os PAMPs sado expressos de maneira diferente
nas popula¢des de macréfagos nos diferentes tecidos e em resposta aos diversos
microorganismos em diferentes modelos experimentais (Loose, 1984). Contudo, na
malaria, a fagocitose por meio de PAMPs ainda ¢é alvo de estudo, mas sabe-se que
a molécula glicofosfatidilinositol, presente na membrana dos plasmédios é
reconhecida pela familia de receptores TOLL e tem sido observado que ocorre uma

expressao diferenciada destes receptores em diferentes cepas de camundongos.
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Nos camundongos Balb/C, a ativagdo do macrofago pelos antigenos plasmodiais
parece ocorrer por meio dos receptores TOLL 2, enquanto camundongos C57BL/6,
que também sao susceptiveis a malaria cerebral, respondem por mecanismos
mediados pelo TOLL 9. A ativacao dos fagécitos por este ultimo receptor estimula a
producado de citocinas inflamatérias (Nebl, 2005). Ndo tem sido demonstrado o
envolvimento de receptores TOLL na fagocitose pelos macrofagos no modelo CBA,
contudo, é possivel que assim como os camundongos C57BL/6, os macréfagos dos
camundongos do modelo CBA realizem a fagocitose por um tipo especifico de
receptor TOLL.

Nossos estudos mostraram que o0 camundongo Balb/C tratado com
pentoxifilina tem maior capacidade de fagocitar por meio de PAMPs do que o
camundongo CBA submetido ao mesmo tratamento devido ao maior envolvimento
de macrofagos na fagocitose, sem, contudo aumentar a capacidade de ingerir
leveduras. Provavelmente, a pentoxifilina produziu efeitos contrarios nos dois
modelos estudados, pois sabe-se que esta droga pode interferir na expressao de
receptores para padrdes moleculares, como o0s receptores para [-glucana e
receptores TOLL 4 (Coimbra e cols, 2004; Vassalo e cols, 2005). Ademais, o menor
envolvimento de macrofagos na fagocitose nos camundongos CBA pode ter ocorrido
pela diferenca na expressao de moléculas quimiotaticas, pois tem sido observado
que ocorre expressado diferenciada de RANTES nas membranas celulares dos
macrofagos em cepas diferentes de camundongos (Hanum e cols, 2003). Esses
autores demonstram que nos camundongos C57BL/6, a expressdao de RANTES é
maior que nos camundongos Balb/C e Sadakane e cols (2002) demonstraram que o
camundongo CBA/JN e o C57BL/6N expressam quantidades diferentes de RANTES
nas doengas alérgicas respiratorias, sendo que a pentoxifilina € capaz de diminuir a

expressao nao so desta molécula, mas também de outras quimiocinas como a MCP-
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1, MIP o e B em mondcitos (Krakauer, 1999; Hanum e cols, 2003; Chen e cols,
2004).

A fagocitose na presencga de soro fresco de camundongo avaliou a ingestéo
de leveduras por meio dos receptores para as moléculas do sistema complemento
ou receptores para a fragdo Fc das imunoglobulinas, presentes na superficie dos
macrofagos. O soro fresco de camundongo possui proteinas do sistema
complemento e imunoglobulinas que se adsorvem na superficie das leveduras
facilitando a fagocitose pelo macréfago (Brandi, 1993). Nossos dados demonstram
que, no camundongo Balb/C, quando uma menor quantidade de leveduras foi
utilizada na fagocitose, a pentoxifilina foi capaz de aumentar biologicamente o indice
fagocitario por promover um maior envolvimento dos macréfagos na fagocitose, sem
contudo, alterar a quantidade de leveduras ingeridas/aderidas.

Estudos demonstram que o estresse oxidativo esta elevado em pacientes
com malaria (Pabon e cols, 2003), principalmente nas formas graves da doencga
(Das e cols, 1993). O peroxido de hidrogénio e o oxido nitrico fazem parte dos
mecanismos antiparasitarios e sdo produzidos em resposta a infeccdo malarica,
podendo ser parasiticidas para os plasmadios in vitro (Wozencraft e cols, 1984) e in
vivo (Dockrell & Playfair, 1983). Paula Jr (2003) também demonstrou que ocorre
aumento de perdxido de hidrogénio em culturas de macréfagos estimulados com
PMA de camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA e que o tratamento
dos animais com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina modulou negativamente a produgao de
H20,. Contudo, nossos resultados ndo mostraram aumento de producédo de H;O,
nos camundongos CBA e Balb/C infectados com P. berghei ANKA em relagdo aos
camundongos normais, mesmo apos estimulo com PMA e nem o tratamento com
pentoxifilina alterou esta produgdo. E provavel que a quantidade pequena de

camundongos CBA utilizados no nosso estudo tenha interferido nos nossos
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resultados e que ndo ocorra aumento da producéao de perdxido de hidrogénio pelos
macrofagos dos camundongos Balb/C na infeccdo malarica pelo Plasmodium
berghei ANKA, pelo menos no oitavo dia da infeccdo, o que pode estar
determinando que estes animais nao apresentem a forma cerebral da doenca.
Sugere-se que a produgao de H,O, é ciclica e dependente da cepa do
plasmaddio, do tipo de macréfago envolvido, do modelo de camundongo e ha quanto
tempo ocorreu a infeccdo. De fato, Brinkmann e cols (1984), observaram que a
capacidade de produzir H,O, € maior no camundongo C57BL/6 infectado pelo P.
yoelli do que na infecgdo pelo P. berghei ANKA. Ademais, a infeccdo por estas
cepas, no modelo C57BL/6, estimula a producdo de H,O, somente nos primeiros
dias de infecgado diminuindo progressivamente a partir do quinto dia até atingir os
mesmos valores dos animais normais no oitavo dia. Ja a infecgdo pelo P. chabaudi
AS em camundongos A/J n&o alterou a produgdo de H,O, e nos camundongos
C57BL/6 estimulou uma grande produgcdo de H»O, no sétimo dia de infecgdo
diminuindo para valores normais no décimo dia (Stevenson e cols, 1992). Nos
camundongos Balb/C infectados pelo Plasmodium yoelli, a capacidade de produzir
H,0O, apds o terceiro dia de infecgdo é maior nos macrofagos peritoneais do que nos
macrofagos esplénicos e nos camundongos B10/D2/n infectados pela mesma cepa
de plasmaddio, a produgéo é baixa no mesmo periodo (Wozencraft e cols, 1985).
Nossos resultados mostraram, embora sem significancia estatistica, que a
producdo de H,0O, foi diferente segundo o modelo de camundongo utilizado, sendo
ligeiramente maior nos camundongos Balb/C do que nos camundongos CBA. Essa
diferenca na producdo de H;O, pode ser um dos fatores que determina
apresentacgdes clinicas diferentes por influenciar na imunopatogenia dos dois
modelos, ja que estudos relatam que o peroxido de hidrogénio pode causar

hemdlise contribuindo assim para a anemia no camundongo Balb/C (Clark & Hunt,
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1993; Mohan e cols, 1995) e para a forma cerebral no camundongo CBA (Paula Jr,
2003).

O éxido nitrico parece desempenhar um papel fundamental na patogénese da
malaria (Clark e cols, 2003) estando elevado principalmente em pacientes em coma
(Al Yaman e cols, 1996); entretanto, seu mecanismo de agdo na doencga ainda é
controverso (Sobolewski e cols, 2005). No modelo experimental Balb/C e no modelo
CBA que utilizamos, a infecgao pelo P. berghei ANKA n&o foi capaz de alterar a
producao de 6xido nitrico nas culturas de macréfagos peritoneais no oitavo dia de
infeccdo, mesmo apds o acréscimo de lipopolissacarides e/ou interferon-y as
culturas, contudo a pentoxifiina estimulou a producdo basal de NO nos
camundongos CBA infectados.

Em seu estudo com o modelo CBA infectado pelo P. berghei ANKA, Paula Jr
(2003) nao observou aumento de NO basal ou apds estimulo com LPS no
sobrenadante das culturas de macrofagos no oitavo dia de infecgao. Por outro lado,
os macréfagos de camundongos infectados pelo P. vinckei foram capazes de
produzir grande quantidade de NO quando estimulados com INF-y in vitro (Kremsner
e cols, 1993). Esses resultados controversos podem dever-se ao fato de que a
producao de NO, assim como o H;O,, € dependente do tecido onde esta sendo
produzido, do dia de infeccéo, da parasitemia e da cepa do plasmaddio utilizada. Isto
€ sugerido pelos estudos que mostraram n&o ocorrer aumento sérico, nem urinario
de NO em infec¢des causadas por cepas de Plasmodium berghei (ANKA, NK65,
N/13/1A/4/203) em diferentes modelos de camundongos (Swiss, CBA/J, Balb/C,
C57BL/6) ou no modelo CBA/J infectado pelo P. chabaudi. Ao contrario do
camundongo C57BL/6 infectado pelo P. chabaudi chabaudi, no qual ocorrem niveis
aumentados de NO no plasma (Nahrevanian & Dascombe, 2001). Além disso, a

producdo de NO parece ser local, ocorrendo no cérebro de camundongos Swiss e
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no bago, no figado e no cérebro de camundongos C57BL/6, nas infecgbes pelo P.
berghei; ja na infeccdo pelo P. chabaudi chabaudi a produgdo aumentada deste
radical ocorre no bago do camundongo C57BL/6. Acrescenta-se ainda que o P.
berghei é capaz de estimular a produgao de NO somente nas fases intermediarias e
tardias da infecgdo no camundongo C57BL/6, quando a parasitemia ja se encontra
elevada; enquanto, que nas infecgcdes por P. chabaudi chabaudi, a producdo de NO
€ observada logo no inicio da infecgdo, quando a parasitemia esta baixa (Asensio e
cols, 1993; Buguet e cols, 1999; Nahrevanian & Dascombe, 2001).

Em seres humanos, os achados de hipoargeninemia e concentragdes baixas
de nitratos e nitritos no plasma em pacientes com malaria grave sugerem que a
producao de NO deve ser baixa durante a infecgédo (Lopansri e cols, 2003). Contudo,
este dado ainda é controverso, haja vista que Keller e cols (2004) observaram
producdo aumentada de NO in vitro e in vivo em criancas infectadas com
Plasmodium falciparum apresentando anemia grave.

Segundo Stevenson e cols (1995) e Jacobs e cols (1996), a produgao de
oxido nitrico na fase eritrocitaria da infec¢do malarica pode ser regulada tanto pelo
IFN-y quanto pelo FNT e é possivel que as diferencas observadas possam ser
explicadas pela ativacdo de vias diferentes em cada modelo experimental. Nos
nossos experimentos, nao esta esclarecido porque o acréscimo de interferon gama
as culturas nao estimulou a produgao de NO, mesmo apés a adicao de um segundo
estimulo como o LPS. Uma possivel explicagao seria que a produgao do NO estaria
relacionada com o estado de ativacado destas células no momento em que foram
estudadas, causado pela prépria infecgcdo malarica e talvez os dois estimulos juntos
ou separados tenham causado uma depressao da resposta dos macrofagos, in vitro.
Por outro lado, é possivel que nos modelos de animais que utilizamos, a produgao

de NO nao ocorra via estimulo com interferon-y, porém, em resposta ao estimulo

112



com FNT dependente da via do iNOS. O iINOS é expresso pelos macréfagos nos
diferentes modelos murinos e por diferentes tipos celulares (Nahrevanian &
Dascombe, 2002) e alguns estudos relatam que a presencga de polimorfismos nos
genes que codificam a enzima o6xido nitrico sintase induzivel pode contribuir para a
producao diferenciada de 6xido nitrico colaborando assim para diferentes evolugdes
clinicas na malaria (Al Yaman e cols, 1996; Boutlis e cols, 2003).

Embora nossos estudos ndo tenham revelado aumento de oxido nitrico na
infeccdo pelo P. berghei ANKA nos dois modelos estudados, observamos que a
pentoxifilina promoveu um aumento basal significativo de NO no sobrenadante das
culturas de macrofagos dos camundongos CBA mas ndo no modelo Balb/C.
Kremsner e cols (1993) trabalhando com o Plasmodium vinckei, demonstraram que
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C também ndo produzem oxido
nitrico. Contudo, poucos estudos procuraram analisar o efeito da pentoxifilina sobre
a producdo de oOxido nitrico e provavelmente nosso resultado tenha ocorrido por
mecanismos ainda pouco esclarecidos, provavelmente pela aumento de INOS
estimulado pela via de ativacido do NF-kB dependente de cAMP e independente do
estimulo de FNT (Trajkovic, 2001).

Provavelmente a produgao de éxido nitrico e perdoxido de hidrogénio durante
a infecgdo malarica pelo Plasmodium berghei ANKA nos camundongos CBA e
Balb/C no oitavo dia de infeccdo possam refletir a diferenga na producdo de
citocinas. As citocinas desempenham um papel determinante na evolugdo das
formas clinicas da malaria, tanto em humanos quanto em camundongos (Kossodo &
Grau, 1993; Jason e cols, 2001; Musumeci e cols, 2003; Hunt & Grau, 2003). Entre
elas, sugere-se que o fator de necrose tumoral seja um dos principais mediadores
das duas causas mais frequentes de ébito associadas as formas graves da malaria:

a anemia e a malaria cerebral. Contudo, seu papel na malaria ainda é controverso
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sendo dependente da sua concentragao, do tempo em que fica bioativo, do tecido
onde é produzido e da presencga de citocinas reguladoras como o TGF-B (Jacobs e
cols, 1996; Gimenez, 2003).

Tem sido sugerido que a pentoxifilina é capaz de diminuir a produgao de fator
de necrose tumoral pelos macrofagos. Neste trabalho avaliamos a influéncia da
pentoxifilina sobre produgao desta citocina em cultura de macrofagos peritoneais e
no soro dos camundongos infectados com P. berghei ANKA. Observamos que na
dose de 8 mg/Kg/dia a pentoxifilina ndo alterou a produgdo de fator de necrose
tumoral no sobrenadante das culturas de macréfagos peritoneais dos camundongos
Balb/C e CBA, no oitavo dia de infeccdo. Nossos resultados diferem das
observacbes de Kremsner e cols (1991), que verificaram que o tratamento com
1mg/dia de pentoxifilina promoveu uma inibigcdo da expressdo de mRNA do FNT nos
macrofagos peritoneais de camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA.
Esta diferenca pode ter sido devida ao fato de que a dose de pentoxifilina usada por
estes autores, que correspondeu a 40 mg/kg/dia, foi 5 vezes maior do que a dose
que utilizamos em nosso trabalho. De fato, como tem sido demonstrado que os
efeitos da pentoxifilina sdo dose-dependentes; adultos com malaria grave causada
pelo P. falciparum que receberam 40 mg/Kg/dia tiveram os niveis séricos de FNT
diminuidos em relagdo aos pacientes que receberam 20 mg/kg/dia. Entretanto,
optamos em nosso trabalho por utilizar a dose mais baixa da pentoxifilina, pois tem
sido observado que esta droga pode ter efeitos téxicos quando utilizada em
concentragbes mais elevadas (Paula Jr, 2003), dificultando sua utilizagao clinica, o
que ja tem sido demonstrado, pois o tratamento de pacientes com malaria com
20mg/kg/dia de PTX associado com cloroquina teve que ser suspenso pelos efeitos

colaterais causados por esta droga (Hemmer e cols, 1997).
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Ademais, utilizamos a via intramuscular e iniciamos o tratamento no terceiro
dia de infeccdo, enquanto Kremsner e cols (1991) utilizaram a via intraperitoneal
com o tratamento iniciando no primeiro dia. Optamos por utilizar a via intramuscular,
pois se a droga fosse administrada intraperitonealmente, diariamente, até o dia dos
experimentos, ndo poderiamos excluir a influéncia sobre os parametros que
analisamos da ativagdo dos macréfagos pela irritagdo da cavidade peritoneal,
independentemente da agao da droga per si. O tratamento com a PTX foi iniciado
mais tardiamente pelo fato do FNT participar da defesa antiparasitaria (Muniz-
Junqueira e cols, 2001, Paula Jr, 2003).

Tem sido observado que o FNT estd envolvido nos mecanismos
imunopatolégico da malaria, estando em niveis elevados nas formas graves,
principalmente na forma cerebral, tanto em camundongos (Lou e cols, 2001;
Engwerda e cols, 2005) quanto em humanos (Clark & Cowden, 2003), contudo nao
observamos aumento do FNT no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneais nos camundongos Balb/C ou CBA no oitavo dia de infecgdo pelo
Plasmodium berghei ANKA. E possivel que neste dia, a produgdo de citocinas anti-
inflamatdrias tenha contribuido para diminuir a produgdo de FNT pelos macrofagos.
De fato, tem sido observado que a evolugdo da malaria murina € influenciada pela
presenca de TGF-3 que inibe a resposta inflamatdéria diminuindo a producédo do FNT
(Omer e cols, 2003, Musumeci e cols, 2003). Entretanto, comparando-se os
modelos Balb/C e CBA, observamos uma produc¢ao maior de FNT pelos macréfagos
peritoneais da cepa de camundongo resistente do que da cepa susceptivel a malaria
cerebral pelo Plasmodium berghei ANKA. Kossodo & Grau (1993) relataram que os
macrofagos de camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA ndo aumentam
a producdo de FNT em cultura em relagdo aos animais normais e Hanum e cols

(2003) sugerem que a producdo de FNT & maior em cepas de camundongos
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resistentes a malaria cerebral pelo P. berghei ANKA do que em cepas susceptiveis.
Essa producédo diferenciada entre os dois modelos deve ser um fator determinante
para a evolugao da doenca. Provavelmente, o FNT no modelo Balb/C contribua para
uma maior sobrevida dos animais por retardar o aumento da parasitemia, por outro
lado, promove uma anemia maior por diminuir indiretamente a producdo da
eritropoetina e estimular a eritrofagocitose (Clark & Chaudhri, 1988; Miller e cols,
1989; Nussenblatt e cols, 2001). Ao contrario, no modelo CBA, embora o FNT
encontre-se em niveis mais baixos, esta citocina deve estimular o sequestro de
leucécitos por aumentar a expressdo de moléculas de aderéncia no endotélio
vascular, estimulando a liberacdo de moléculas neurotdxicas locais, como o NO e
H,O,, que contribuem para o estabelecimento da forma cerebral da malaria (Lou e
cols, 1998; Hanum e cols, 2003; Hunt & Grau, 2003; Golenser, 2006).

No nosso estudo, a quantidade de FNT no sobrenadante das culturas de
macrofagos peritoneais dos camundongos CBA tratados com pentoxifilina foi menor
do que nos camundongos Balb/C, no oitavo dia de infecgdo pelo Plasmodium
berghei ANKA. E plausivel que a influéncia da pentoxifilina sobre a producéo de FNT
pelos macréfagos peritoneais esteja relacionada com as caracteristicas genéticas de
cada cepa de camundongo, além disso, a prépria ativagdo dos macrofagos é
dependente do FNT e esta condicionada a presenca dos receptores para o FNT na
superficie das células (Lou e cols, 1998). Existem dois receptores para o FNT
(R1TENT e R2FNT), sendo que o receptor 1 (p55) ocasiona citotoxicidade e o
receptor 2 (p75) estimula a proliferacdo celular e a inflamagéo por ativar a via de
sinalizacdo do NF-kB que transcreve a producdo de moléculas de aderéncia,
quimiocinas, fatores co-estimulatérios e FNT entre outros. A presenca destes
receptores na superficie das células depende do tipo celular e do estado de ativacéo

da célula. Alguns estudos demonstraram que nas células endoteliais da
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microvasculatura do cérebro de camundongos CBA ocorre maior expressao de
R2FNT do que R1FNT e provavelmente este fato promova uma maior
responsividade da célula ao FNT, o que pode contribuir para o desenvolvimento da
forma cerebral (Lucas e cols, 1997; Lou e cols, 1998). A pentoxifilina demonstrou ter
capacidade de deprimir a produgdo do R2FNT sem causar nenhuma alteragdo na
expressao do R1FNT (Bemelman e cols,1994), assim diminuindo a sinalizagao pela
via de ativagdo do NF-kB e, consequentemente, este mecanismo pode ter
contribuido para uma menor produgdo FNT nos camundongos CBA que estudamos.
Como a pentoxifiina ndo modificou a producao de FNT pelos macréfagos dos
camundongos nao susceptiveis a malaria cerebral, é possivel que esta droga se
utilizada em seres humanos nao altere a evolugdo da doenca naqueles individuos
que nao evoluiriam para a forma grave cerebral.

Nao houve alteracao dos niveis séricos de FNT no oitavo dia de infeccao pelo
Plasmodium berghei ANKA. Além disso, tanto os camundongos Balb/C quanto os
CBA produziram niveis séricos semelhantes de FNT. Nosso resultado difere de
observacbes prévias de niveis séricos elevados de FNT nas formas graves da
malaria (Kwiatkowski e cols, 1990; Mshana e cols, 1991; Grau & Lou, 1994,
Gimenez, 2003). Contudo, Carvalho e cols (2000) demonstraram que 0s niveis
séricos de FNT nao estdo intimamente relacionados ao desenvolvimento da malaria
cerebral em camundongos CBA, sendo que a produgao desta citocina é variavel em
cada animal desta cepa. Uma possivel explicacdo para os nossos resultados seria a
presengca de citocinas anti-inflamatérias inibindo a produgdo de FNT.
Alternativamente, ndo se pode excluir a possibilidade de que a elevacdo do FNT
tenha ocorrido nos momentos em que se sucederam a ruptura dos esquizontes
(Kwiatkowski e cols, 1989) e quando se processou a coleta do sangue o FNT ja

havia diminuido pelos mecanismos homeostaticos de controle (Fong e cols, 1989;
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Harpaz e cols, 1992). De fato, Kwiatkowski e cols (1989) demonstraram aumento do
FNT em cultura apds a ruptura dos esquizontes, além disso, Hanum e cols (2003)
descreveram que camundongos C57BL/6, também susceptiveis a malaria cerebral
por P. berghei ANKA, produzem quantidade aumentada de FNT no quarto dia pos-
infecgao, enquanto que, entre o sexto e sétimo dia, somente metade destes animais
tinham valores detectaveis de FNT. Ja o modelo Balb/C neste estudo s6 produziu
niveis significantemente elevados nos estagios mais tardios da doenga, iniciando o
aumento a partir do oitavo dia apds a infeccdo. Contudo, observamos que a
quantidade de FNT presente no soro dos dois modelos estudados era menor do que
nas culturas de macréfagos no oitavo dia de infecgdo. Provavelmente, esse fato
esteja relacionado a producédo local do FNT nas areas de sequestro sem
correspondente expressao sérica (Clark e cols, 1990; Armah e cols, 2005).

A pentoxifilina, na dose de 8mg/Kg/dia, também né&o influenciou a produgéao
sérica do FNT nos dois modelos estudados. Ainda € controverso o efeito da
pentoxifilina sobre a produgdo de FNT. Alguns estudos mostraram que a droga nao
diminui a produgcdo de FNT em camundongos (Stoltenburg-Didinger, 1995) e
humanos (Looareesuwan e cols, 1998) ou somente o faz quando a droga é
administrada em doses mais altas (Wenisch e cols, 1998); ja em outros estudos, a
pentoxifilina diminuiu a produgao sérica do FNT tanto em murinos (Kremsner e cols,
1991; Prada e cols, 1993) quanto em humanos (Di Perri e cols, 1995; Das e cols,
2003). Contudo, vale ressaltar que nesses varios estudos o delineamento
experimental foi diferente do nosso, pois variaram a dose da pentoxifilina, o inicio do
tratamento, os modelos utilizados e a cepa de plasmadio.

Nossos dados mostram que existem semelhancas e diferencas entre os dois
modelos. Eles diferem em relacdo ao tempo de sobrevida, a evolugcdo da

parasitemia e do hematdcrito, na capacidade fagocitaria e na producédo de FNT
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pelos macréfagos em cultura. Porém, assemelham-se em relagdo a perda de peso
durante a infecgao, aos niveis séricos de FNT e na capacidade de produzir NO e
H20O,. Nossos resultados demonstraram que os camundongos Balb/C morrem a
partir do décimo primeiro dia com parasitemia elevada e hematdcrito baixo,
enquanto os camundongos CBA morrem a partir do oitavo dia com uma parasitemia
baixa. A anemia aparece primeiro nos camundongos CBA do que nos camundongos
Balb/C. Em relagdo ao peso, a perda progressiva € menor nos camundongos Balb/C
do que nos camundongos CBA. A capacidade fagocitaria dos macréfagos
peritoneais por meio de receptores para padroes de reconhecimento e receptores
para opsoninas € discretamente maior nos camundongos Balb/C infectados do que
nos camundongos CBA estando relacionado com a maior percentual de macréfagos
envolvidos na fagocitose. Nos dois modelos utilizados, a infecgdo malérica nao
promoveu aumento de FNT, contudo, a producao basal de FNT no sobrenadante
das culturas de macrofagos peritoneais foi maior no modelo Balb/C do que no
modelo CBA, mas apds o acréscimo de LPS as culturas essa diferenga nao foi
evidente e os niveis séricos de FNT foram semelhantes nos dois. A producéo de
oxido nitrico basal ou apds estimulo com interferon gama e/ou lipolissacarideo foi
semelhante entre os dois modelos e a producdo de perdoxido de hidrogénio foi
discretamente menor nos camundongos CBA em relacédo aos camundongos Balb/C.
Ressalta-se que estes resultados podem estar relacionados com a cepa do
plasmodio, a presenga de citocinas anti-inflamatérias, com as caracteristicas
genéticas de ambos os modelos e o periodo de infecgdo malarica. Além disso, o
pequeno numero amostral de camundongos CBA pode ter influenciado nos
resultados estatisticos.

Nossos dados analisaram, pela primeira vez, a influéncia do tratamento com

pentoxifilina sobre a evolugdo da infec¢do malarica em modelo ndo susceptivel a
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forma cerebral, e particularmente sobre a fungédo dos macrofagos, em uma fase
precoce, porém nao muito inicial para ndo impedir o estabelecimento da defesa anti-
parasitaria. Além de procurar entender a fisiopatogenia das formas graves da
malaria, nossos dados tém também aplicagdo pratica, pois a indicacdo da
pentoxifilina como uma terapia complementar aos anti-parasitarios deve levar em
consideragao que a maioria dos individuos infectados nao evoluem para forma grave
e destes, poucos apresentam a malaria cerebral, e que a medicacdo para ser
eficiente deve ser utilizada antes dos sintomas de gravidade da doenca.

Pelo conjunto de nossas observagbes nos camundongos Balb/C, a
pentoxifilina na dose de 16 mg/Kg/dia mostrou toxicidade adiantando a morte em
dois dias; enquanto, que na dose de 8 mg/Kg/dia diminuiu a perda de peso, retardou
a elevacao da parasitemia em quinze dias, o inicio da morte em um dia, aumentou a
sobrevida em trés dias e estimulou a capacidade fagocitaria por meio de receptores
para opsoninas; porém nao alterou a capacidade fagocitaria por meio de receptores
para padrées de reconhecimento, ndo alterou a producao de éxido nitrico e perdxido
de hidrogénio, provavelmente por nado ter influenciado na produgcédo de FNT, mas
promoveu um inicio precoce da anemia. Nos camundongos CBA, a pentoxifilina na
dose de 8 mg/Kg/dia ndo alterou a parasitemia, a progressdo da anemia, nao
influenciou no inicio da morte nem na perda de peso, porém, aumentou a sobrevida
em treze dias, promoveu uma capacidade fagocitaria menor do que nos
camundongos Balb/C tanto por receptores para padrées de reconhecimento quanto
por receptores para opsoninas. Nao alterou a produgao de perdxido de hidrogénio,
mas promoveu um aumento basal da producdo de oOxido nitrico. A pentoxifilina
estimulou uma produgcdo menor de FNT no camundongo CBA do que no Balb/C.

Nossos dados sugerem que as duas cepas de camundongos apresentam

mecanismos imunopatogénicos diferentes e que a hiperativagcdo do sistema
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imunitario que ocorre nas formas graves da malaria esta relacionado provavelmente
com as caracteristicas genéticas do individuo, que determinaréo o tipo de evolugao
da doencga. Sugerem também que a pentoxifilina provavelmente nao interferirda na
evolugdo da doenga em individuos que ndo desenvolveriam a forma grave, haja
vista que a droga ndo modificou de modo significante a resposta do sistema
imunitario envolvida na imunopatogenia nos camundongos Balb/C, ndo susceptiveis
a forma cerebral, melhorando inclusive alguns aspectos evolutivos da doenga como
a sobrevida e o retardo da parasitemia. Sugerem, portanto, que a utilizacdo da
pentoxifilina como terapéutica complementar as drogas antiplasmodiais, na dose de
8mg/kg/dia, antes das manifestagbes clinicas de gravidade, deve ser avaliada em
seres humanos, com o objetivo de diminuir a grande morbidade e mortalidade da

malaria.
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CONCLUSAO



1. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina, iniciada a partir do terceiro dia de
infecc@o pelo Plasmodium berghei ANKA, retardou em um dia o inicio da morte e
aumentou em trés dias a sobrevida dos camundongos Balb/C; por outro lado, o
tratamento com 16 mg/kg/dia de pentoxifiina apresentou possivelmente
toxicidade pois aumentou a mortalidade nas fases iniciais da infec¢do, embora
tenha aumentado também a sobrevida dos animais tratados em dias. Nos
camundongos CBA, a pentoxifilina ndo influenciou no inicio da morte, porém,
aumentou em treze dias a sobrevida. Os camundongos Balb/C tratados com
pentoxifilina comecaram a morrer com 12 dias de infec¢cdo sendo que o ultimo
animal morreu com 23 dias e os camundongos CBA morrem iniciaram a morte no

sétimo dia com os ultimos animais morrendo no vigésimo primeiro dia.

2. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina, iniciada a partir do terceiro dia de
infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA ocasionou, até o décimo primeiro dia
de infeccdo, menor perda de peso nos camundongos Balb/C, mas nao alterou o

peso dos camundongos CBA.

3. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina, iniciada a partir do terceiro dia da
infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA, retardou o aumento da parasitemia em
dez dias nos camundongos Balb/C, mas ndo alterou a parasitemia nos
camundongos CBA infectados. Os camundongos Balb/C morreram com
parasitemia elevada, enquanto os camundongos CBA morreram com baixa

parasitemia.

4. Os camundongos Balb/C infectados pelo Plasmodium berghei ANKA e tratados

com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina apresentaram uma reducdo do hematdcrito

123



precocemente, por outro lado, o tratamento ndo alterou a evolucdo da anemia
nos camundongos CBA infectados. Estes apresentaram anemia mais
precocemente do que os camundongos Balb/C e morreram com o hematdcrito
ainda elevado, possivelmente de malaria cerebral. Os camundongos Balb/C
morrem mais tardiamente com hematdcrito muito baixo, possivelmente da

anemia.

. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifiina ndo alterou a capacidade
fagocitaria por meio dos receptores de reconhecimento de padrdes, na presenca
de soro fetal bovino, nos camundongos Balb/C e CBA infectados pelo
Plasmodium berghei ANKA, contudo, os camundongos Balb/c tratados com
pentoxifilina apresentaram a mediana da capacidade fagocitaria mais elevada do

gue os camundongos CBA.

. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina, iniciada a partir do terceiro dia de
infeccéo pelo Plasmodium berghei ANKA promoveu o aumento da fagocitose por
meio dos receptores para opsoninas nos camundongos Balb/C por aumentar o
envolvimento dos macréfagos na fagocitose, contudo nédo alterou a capacidade
fagocitaria nos camundongos CBA. A capacidade fagocitaria foi maior nos
camundongos Balb/C tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina do que nos

camundongos CBA.

. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina ndo alterou a producéo sérica de
FNT, nem as concentracdes no sobrenadante das culturas dos macréfagos
peritoneais nos camundongos Balb/C e CBA infectados pelo Plasmodium berghei

ANKA. Porém, as concentracbes de FNT foram mais elevadas nos
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sobrenadantes das culturas do que no soro nos dois modelos, exceto nos
camundongos CBA infectados e tratados. A producdo basal de FNT pelos
macrofagos peritoneais dos camundongos Balb/C infectados e tratados com

pentoxifilina foi maior do que os valores para os camundongos CBA.

8. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina nédo alterou a producdo de
peréxido de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos camundongos Balb/C e
CBA infectados com Plasmodium berghei ANKA, entretanto, os camundongos
CBA produziram uma quantidade discretamente menor do que os camundongos

Balb/C.

9. O tratamento com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina ndo alterou a producao basal ou
estimulada de oOxido nitrico nos camundongos Balb/C; mas promoveu um
aumento significante na producao basal de éxido nitrico nos camundongos CBA

infectados pelo Plasmodium berghei ANKA.

10.Nossos dados sugerem que as duas cepas de camundongos apresentam
mecanismos imunopatogénicos diferentes e que a hiperativagdo do sistema
imunitario que ocorre nas formas graves da maléria estd relacionado
provavelmente com as caracteristicas genéticas do individuo, que determinardo
o tipo de evolucdo da doenca. Sugerem também que a pentoxifilina
provavelmente ndo interferira na evolugcdo da doenca em individuos que nao
desenvolveriam a forma grave, haja vista que a droga nao modificou de modo
significante a resposta do sistema imunitario envolvida na imunopatogenia nos
camundongos Balb/C, ndo susceptiveis a forma cerebral, melhorando inclusive

alguns aspectos evolutivos da doenga como a sobrevida e retardou a elevagao

125



da parasitemia. Sugerem, portanto, que a utilizacdo da pentoxifiina como
terapéutica complementar as drogas antiplasmodiais, na dose de 8mg/kg/dia,
antes das manifestacdes clinicas de gravidade, deve ser avaliada em seres
humanos, com o objetivo de diminuir a grande morbidade e mortalidade da

malaria.
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ANEXO TABELAS



Tabela 01

Anadlise comparativa entre os pesos do sétimo dia de infecgdo malarica pelo Plasmodium berghei
ANKA, nos camundongos dos grupos tratados (Pb+PTX) ou ndo (Pb) com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina,
nos dois modelos murinos CBA e Balb/C.

Variagao
. .- o percentual em
Modelo murino Grupos Média e DP A% relacio ao peso

inicial

Pb 23,48g £ 0,57g -0,153 15,3

Balb/C

Pb+PTX 26,679 + 0,679 -0,057 4,06

Pb 25,489 + 0,644 -0,09 9,2

CBA

Pb+PTX 27,999 + 0,77¢g -0,073 7,26

A% entre Pb e Pb+PTX nos camundongos Balb/C: p=0,002. Mann-Whitney.

A% entre Pb e Pb+PTX nos camundongos CBA: p=0,182. Mann-Whitney.

A% entre os grupos Pb dos camundongos Balb/C e CBA: p=0,007. Mann-Whitney.

A% entre os grupos Pb+PTX dos camundongos Balb/C e CBA: p=0,426. Mann-Whitney.

Tabela 02

Influéncia da pentoxifilina sobre o hematécrito de camundongos Balb/C, ndo susceptiveis a maléaria
cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA no terceiro dia de infeccdo, antes do inicio do
tratamento. Os grupos estudados foram: animais n&o infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou
com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8
mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Hematocrito (%) — Balb/C

GRUPOS Terceiro dia
n Mediana Quartis Extremos
Controle 13 58 55 -60 52 - 68
PTX 13 58 53 - 62 50 — 66
Pb 13 58 53 - 62 49-70
Pb+PTX 13 57 54 - 60 48 — 62

p=0,737, ANOVA.
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Tabela 03

Influéncia da pentoxifilina sobre o hematécrito de camundongos Balb/C, ndo susceptiveis a malaria
cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA no quinto dia de infecgdo. Os grupos estudados
foram: animais nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(Pb+PTX).

Hematécrito (%) — Balb/C

GRUPOS Quinto dia
N Mediana Quartis Extremos
Controle 13 59 56 — 65 51-70
PTX 13 60 57 — 61 55 — 66
Pb 13 57 51-60 40 — 64
Pb+PTX 13 50 41 —-54 39-59

p<0,0001, ANOVA seguido do método de Student-Newman-Keuls para comparagdo entre os grupo:
Pb+PTX x Pb, Pb+PTX x PTX, Pb+PTX x Controle (p<0,05)

Tabela 04

Influéncia da pentoxifilina sobre o hematécrito de camundongos Balb/C, ndo susceptiveis a maléaria
cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA no oitavo dia de infecgdo. Os grupos estudados
foram: animais néo infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(Pb+PTX).

Hematdcrito (%) — Balb/C

GRUPOS Oitavo dia
n Mediana Quartis Extremos
Controle 13 57 52 - 59 50 — 65
PTX 11 54 48 — 58 44 — 59
Pb 10 39 31-47 29 - 49
Pb+PTX 09 33 31-37 30-41

p<0,001, ANOVA. Pelo método de Student-Newman-Keuls O grupo Pb e Pb+PTX sé&o
significantemente menores que o grupo controle e PTX (p<0,05), porém, ndo ha diferenca entre Pb x
Pb+PTX (p>0,05)
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Tabela 05

Influéncia da pentoxifilina sobre o hematdcrito de camundongos CBA, susceptiveis a malaria cerebral,
infectados com Plasmodium berghei ANKA no terceiro dia de infecgdo. Os grupos estudados foram:
animais nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e
animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Hematocrito (%) — CBA

GRUPOS Terceiro dia
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 62 - 57 — 65
PTX 03 59 - 58 — 60
Pb 04 58 53 - 61 50 - 62
Pb+PTX 05 59 57 — 62 57 - 63

p=0,662, Kruskal-Wallis.

Tabela 06

Influéncia da pentoxifilina sobre o hematdcrito de camundongos CBA, susceptiveis a malaria cerebral,
infectados com Plasmodium berghei ANKA no quinto dia de infecgdo. Os grupos estudados foram:
animais nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e
animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Hematocrito (%) — CBA

GRUPOS Quinto dia
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 55 - 50 — 55
PTX 03 48 - 43 — 53
Pb 04 45 39-48 37 -48
Pb+PTX 05 37 33-47 32-48

p=0,037, Kruskal-Wallis. Pelo método de Dunn, o grupo Pb+PTX é significantemente menor que os
outros grupos (p<0,05).
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Tabela 07

Influéncia da pentoxifilina sobre o hematdcrito de camundongos CBA, susceptiveis a malaria cerebral,
infectados com Plasmodium berghei ANKA, no oitavo dia de infecgdo. Os grupos estudados foram:
animais nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e
animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Hematdcrito (%) — CBA

GRUPOS Oitavo dia
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 54 - 51-59
PTX 03 48 - 44 — 51
Pb 04 44 39 -47 35-49
Pb+PTX 05 35 31-46 30 —47

p=0,035, Kruskal-Wallis. Pelo método de Dunn, o grupo Pb+PTX e Pb s&o significantemente menor es
que os outros grupos (p<0,05).

Tabela 08

Influéncia da pentoxifiina sobre a parasitemia (%) de camundongos Balb/C infectados com 10°
eritrocitos parasitados com P. berghei ANKA e tratados, por via intramuscular, com NaCl 0,9% (Pb) ou
com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX), no quarto (4), nono (9) e décimo quinto (15) e vigésimo
primeiro (21) dias apés infecgéo.

Parasitemia (%)

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Pb 4 10 5,8 25-6,5 0,6 —9,6 51+0,8
Pb+PTX 4 20 2,1 0,9-3,1 0,2-5,0 22+0,3
Pb 9 10 16,8 12,0 -27,1 10,2 -45,0 20,7+3,4
Pb+PTX 9 19 13,8 10,6 — 16,8 6,4 24,4 144+11
Pb 15 07 42,6 32,4 -57,0 20,0 - 64,0 42457
Pb+PTX 15 09 39,6 29,8 - 51,1 21,0-59,6 40,4 +4,3
Pb 21 05 52,4 50,0 - 57,0 48,0 - 61,6 53,0+2,2
Pb+PTX 21 09 60,2 53,3 -69,0 46,0 - 69,8 60,5+29

Analise entre Pb x Pb+PTX, no quarto dia: p=0,0005; Pb x Pb+PTX, no nono dia: p=0,034; Pb x
Pb+PTX, no décimo quinto dia: p=0,806; no vigésimo primeiro dia: p=0,113. Teste t.
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Tabela 09

Influéncia da pentoxifilina sobre a parasitemia (%) de camundongos CBA infectados com 10° eritrécitos
parasitados com P. berghei ANKA e tratados, por via intramuscular, com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8
mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX), no terceiro (3), quinto (5) e oitavo (8) dias apés infecgéo.

Parasitemia (%)

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Pb 3 04 1,4 0,6 -1,6 0,0-1,6 1,1+0,4
Pb+PTX 3 05 0,6 0,2-2,0 0,1-2,0 1,0+ 0,4
Pb 5 04 9,5 2,4-335 0,8-52,0 17,9+ 11,7
Pb+PTX 5 05 3,6 1,7-9,8 0,1-14,2 53+24
Pb 8 04 7.3 57-12,7 52-17,2 92+27
Pb+PTX 8 05 6,8 58-10,4 52-11,3 79+1,1

Analise entre Pb x Pb+PTX, no terceiro dia: p=0,905; Pb x Pb+PTX, no quinto dia: p=0,413; Pb x
Pb+PTX, no oitavo dia: p=0,905. Mann-Whitney

Tabela 10

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras nio
sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 12 37 20-50 4 -84
PTX 11 42 20-280 6—126
Pb 08 40 13-88 2-133
Pb+PTX 08 29 24 -39 4 -61

p=0,433, ANOVA.

153



Tabela 11

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras n&o
sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 12 15 10-20 3-34
PTX 11 23 12 -30 4 -53
Pb 08 19 6—44 2-49
Pb+PTX 08 18 15-22 3-24

p=0,444, ANOVA.

Tabela 12

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados ou nao com P. berghei ANKA, utilizando
1x10° leveduras nao sensibilizadas, na presencga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos:
animais nao infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(Pb+PTX).

Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 12 21 1,6-29 1,3-3,5
PTX 11 2,3 1,6-27 1,6-29
Pb 08 2,0 1,3-2,3 1,0-27
Pb+PTX 08 1,6 1,4-19 1,1-27

p=0,133, ANOVA.
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Tabela 13

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos CBA infectados ou nio com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras ndo
sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 14 - 6-29
PTX 03 5 - 3-19
Pb 04 13 10— 14 8-15
Pb+PTX 04 6 5-7 5-7

p=0,211, Kruskal-Wallis.

Tabela 14

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras ndo
sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 7 - 3-20
PTX 03 3 - 3-9
Pb 04 7 5-8 4-9
Pb+PTX 04 3 2-4 2-4

p=0,194, Kruskal-Wallis.
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Tabela 15

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas pelos
macrofagos peritoneais de camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando
1x10° leveduras n3o sensibilizadas, na presencga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos:
animais ndo infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(Pb+PTX).

Leveduras fagocitadas/aderidas — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 1,9 - 1,4-2,0
PTX 03 2,7 - 1,0-2,0
Pb 04 1,8 1,4-25 1,3-3,0
Pb+PTX 04 2,0 1,4-29 1,2-3,5

p=0,829, Kruskal-Wallis,.

Tabela 16

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras ndo
sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario - Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 91 44 — 11 23 —-224
PTX 12 72 44 — 142 22 — 202
Pb 11 47 21-60 9 - 252
Pb+PTX 10 69 24 - 109 12 - 141

p=0,583, ANOVA.
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Tabela 17

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras nao
sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 12 28 16 — 44 14 — 48
PTX 12 28 23-31 14 — 56
Pb 11 15 9-27 3-61
Pb+PTX 11 24 12-35 8-40

p=0,475, ANOVA.

Tabela 18

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando
4x10° leveduras n3o sensibilizadas, na presencga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos:
animais nao infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(Pb+PTX).

Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 3,2 24-39 1,3-4,7
PTX 12 2,4 2,2-3,7 1,4-5,3
Pb 11 2,7 2,2-3,1 1,3-3,8
Pb+PTX 10 2,9 1,6 -3,3 1,4-4,0

p=0,635, ANOVA.
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Tabela 19

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos CBA infectados ou nio com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras ndo
sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 97 - 56 — 97
PTX 03 10 - 7-25
Pb 04 32 10 — 62 3-77
Pb+PTX 04 21 11-25 3-29

p=0,098, Kruskal-Wallis.

Tabela 20

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras ndo
sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao
infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais
infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 24 - 17 -24
PTX 03 6 - 3-10
Pb 04 12 6-19 3-22
Pb+PTX 04 8 4-10 3-11

p=0,083, Kruskal-Wallis.
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Tabela 21

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas pelos
macrofagos peritoneais de camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando
4x10° leveduras n&o sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos:
animais nao infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(Pb+PTX).

Leveduras fagocitadas/aderidas — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 4,0 - 3,3-4,0
PTX 03 2,3 - 1,7-24
Pb 04 25 1,6 — 3,1 1,0-3,5
Pb+PTX 04 24 1,5-3,1 1,0-3,3

p=0,148, Kruskal-Wallis.

Tabela 22

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/C infectados ou nZo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras
sensibilizadas com soro fresco de camundongo Balb/C, nos seguintes grupos: animais nao infectados
e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados
tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 07 123 121 - 260 102 — 266
PTX 11 283 173 - 343 62 — 490
Pb 09 93 56 — 299 14 — 381
Pb+PTX 09 194 79 — 380 42 — 423

p=0,303, ANOVA.
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Tabela 23

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos Balb/C infectados ou ndao com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras
sensibilizadas com soro fresco de camundongo Balb/C, nos seguintes grupos: animais nao infectados
e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados

tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 09 40 30-50 17 — 68
PTX 11 54 35-74 26 — 94
Pb 09 35 23 -45 8-48
Pb+PTX 09 44 31-63 21-69

p=0,033, ANOVA. Pelo método de Student-Newman-Keuls, os grupos tratados
apresentaram maior quantidade de macréfagos envolvidos na fagocitose (p<0,05)

Tabela 24

com pentoxifilina

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando
1x10° leveduras sensibilizadas com de soro fresco de camundongo Balb/C, nos seguintes grupos:
animais nao infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina
(PTX) e animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina

(Pb+PTX).
Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 3,6 28-50 1,9-78
PTX 11 4,2 26-6,4 22-7/1
Pb 09 2,7 1,9-6,8 1,7-93
Pb+PTX 09 2,8 22-7,0 2,0-38,1

p=0,937, ANOVA.
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Tabela 25

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras sensibilizadas
com soro fresco de camundongo CBA, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com
salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com
salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario - CBA

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 109 - 49 - 153
PTX 03 17 - 15 - 54
Pb 04 55 42 — 83 34 - 106
Pb+PTX 04 41 32-82 24 - 121

p=0,216, Kruskal-Wallis.

Tabela 26

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos CBA infectados ou nio com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras
sensibilizadas com soro fresco de camundongo CBA, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e
tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados
tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 29 - 26 - 36
PTX 03 12 - 10-18
Pb 04 25 15-37 9-45
Pb+PTX 04 17 12-24 9- 30

p=0,247, Kruskal-Wallis.
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Tabela 27

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos
macrofagos peritoneais de camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando
1x10° leveduras sensibilizadas com soro fresco de camundongo CBA, nos seguintes grupos: animais
néo infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e
animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Leveduras fagocitadas/ingeridas — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 3,7 - 1,9-4,2
PTX 03 1,5 - 1,4-29
Pb 04 24 22-30 2,0-3,6
Pb+PTX 04 2,6 24-3,6 2,3-4,0

p=0,401, Kruskal-Wallis.

Tabela 28

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/C infectados ou nZo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras
sensibilizadas com soro fresco de camundongo Balb/C, nos seguintes grupos: animais nao infectados
e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados
tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 10 336 200 — 347 75— 362
PTX 13 495 335-673 222 -919
Pb 10 532 429 - 682 276 — 1271
Pb+PTX 09 686 364 — 823 202 - 836

p=0,019, ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagao entre os grupos.
Houve diferenga estatistica do controle em relagdo aos animais com infecgdo malarica e também em
relagéo aos animais infectados tratados com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina. A mediana dos grupos PTX,
Pb e Pb+PTX foi significantemente maior em relagéo ao controle.
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Tabela 29

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos Balb/C infectados ou ndao com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras
sensibilizadas com soro fresco de camundongo Balb/C, nos seguintes grupos: animais nao infectados
e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados
tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 10 53 43 - 69 27-170
PTX 13 64 45— 83 34 -93
Pb 10 45 30-70 11-95
Pb+PTX 09 65 52 -89 43 — 97

p=0,143, ANOVA.

Tabela 30

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando
4x10° leveduras sensibilizadas com soro fresco de camundongo Balb/C, nos seguintes grupos: animais
nao infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e
animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 10 5.4 49-74 28-11,5
PTX 13 9,1 5,8-10,8 3,9-10,8
Pb 10 7,8 34-13,6 22-21,0
Pb+PTX 09 8,2 4,1-10,8 29-153

p=0,544, ANOVA.
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Tabela 31

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o indice fagocitario de macrofagos peritoneais de
camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas
com soro fresco de camundongo CBA, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com
salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com
salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

indice Fagocitario — Camundongos CBA

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 170 - 26 — 239
PTX 03 104 - 40-113
Pb 04 95 66 — 153 53 — 196
Pb+PTX 04 62 37 -122 26 — 167

p=0,670, Kruskal-Wallis.

Tabela 32

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre o percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose
em camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras
sensibilizadas com soro fresco de camundongo CBA, nos seguintes grupos: animais nao infectados e
tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados
tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 40 - 5-61
PTX 03 30 - 15— 37
Pb 04 21 19— 26 18 — 31
Pb+PTX 04 15 14 —-18 13-20

p=0,393, Kruskal-Wallis.
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Tabela 33

Influéncia do tratamento com pentoxifilina sobre a quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas pelos
macrofagos peritoneais de camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando
4x10° leveduras sensibilizadas com soro fresco de camundongo CBA, nos seguintes grupos: animais
nao infectados e tratados com salina 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e
animais infectados tratados com salina 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Leveduras fagocitadas/aderidas — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 03 4,2 - 39-4.8
PTX 03 3,1 - 2,7-35
Pb 04 4,6 32-59 29-6,3
Pb+PTX 04 4,0 25-6,6 2,0-8,3

p=0,386, Kruskal-Wallis.

Tabela 34

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgédo basal de fator de necrose tumoral (FNT), in vitro, pelos
macrofagos peritoneais de camundongos ndo susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou
nao com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais nao infectados tratados com NaCl
0,9% (Controle) ou com 8 mg/kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl
0,9% (Pb) ou com 8 mg/kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

FNT — Basal — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 11 435 72 — 667 51-947 420 £ 104
PTX 11 511 222 - 1085 87 — 1514 650 + 155
Pb 09 97 82 - 900 75 -1240 409 + 157
Pb+PTX 10 266 99 — 1003 70— 1692 495 + 174

p=0,436, Kruskal-Wallis.
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Tabela 35

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgcédo de fator de necrose tumoral (FNT), apds estimulo com
LPS, in vitro, pelos macrofagos peritoneais de camundongos ndo susceptiveis a malaria cerebral
(Balb/C), infectados ou ndo com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais nao infectados
tratados com NaCl 0,9% (Controle), ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados
tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

FNT — LPS — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos Balb/C

n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 10 428 121 -872 76 — 1215 511+ 124

+PTX 11 786 280 - 1270 240 - 1532 808 + 144
Pb 09 305 200 - 1003 120 — 1522 623 £ 181
Pb+PTX 09 374 280 — 842 280 — 1705 573 + 164
p=0,559, Kruskal-Wallis.
Tabela 36

Influéncia da pentoxifilina sobre a quantidade de fator de necrose tumoral (FNT) presente no soro de
camundongos nao susceptiveis a malaria cerebral, infectados ou ndo com P. berghei ANKA. Os grupos
estudados foram: animais néo infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de
pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de

pentoxifilina (Pb+PTX).

FNT — Soro
GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 12 46 41 -50 38 — 51 45+ 1,4
PTX 13 42 38 — 47 18 — 54 41+24
Pb 12 48 39-54 24 - 66 47 £ 3,3
Pb+PTX 12 49 38— 67 32 -67 49134

p=0,187, ANOVA.
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Tabela 37

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgédo basal de fator de necrose tumoral (FNT), in vitro, pelos
macréfagos peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou nao
com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais ndo infectados tratados com NaCl 0,9%
(Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9%
(Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

FNT — Basal — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 03 311 - 88 —403 267 £ 93
PTX 03 158 - 84 - 276 173 £ 56
Pb 04 104 74 - 202 68 — 202 138 + 48
Pb+PTX 05 52 46 — 106 46 — 116 71+ 14

p=0,127, Kruskal-Wallis.

Tabela 38

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgédo de fator de necrose tumoral (FNT), apds estimulo com
LPS, in vitro, pelos macrofagos peritoneais de camundongos susceptiveis a maléria cerebral (CBA),
infectados ou ndo com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais ndo infectados tratados
com NaCl 0,9% (Controle),ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados
com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

FNT — LPS — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 03 555 - 72 -1420 682 + 394
PTX 03 155 - 85-216 152 + 38
Pb 04 120 96 —166 87 — 198 131+24
Pb+PTX 05 81 52 - 116 46 — 136 84 + 16

p=0,245, Kruskal-Wallis.
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Tabela 39

Influéncia da pentoxifilina sobre a quantidade de fator de necrose tumoral (FNT) presente no soro de
camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P. berghei ANKA. Os
grupos estudados foram: animais ndo infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com
8mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8
mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

FNT — Soro
GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP

Controle 03 47 - 43 -50 47 £ 2,1

PTX 03 44 - 35-46 42+3,3

Pb 04 49 43 - 53 39-53 47 £ 3,2
Pb+PTX 05 53 47 — 67 47 - 71 56 + 4,8

p=0,101, Kruskal-Wallis.
Tabela 40

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgéo basal de perdxido de hidrogénio, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos nao susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com P.
berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais n&o infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle)
ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com
8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Peréxido de hidrogénio - Basal

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 11 30,0 12,0-61,0 4,0-88,0 35,9+8,5
PTX 11 37,0 11,0-67,0 1,6 — 86,0 36,2+8,7
Pb 13 36,0 7,5-57,0 2,0-94,0 346+8,6
Pb+PTX 13 35,0 8,0-57,5 4,0-96,0 36,8 £8,7

A determinagdo da produgéo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneais foi realizada no oitavo dia de infec¢do, pela microtécnica de Pick e Keisari. p=0,998,
ANOVA.

168



Tabela 41

Influéncia da pentoxifilina sobre a producdo de perdéxido de hidrogénio apds estimulo com PMA, in
vitro, pelos macrofagos peritoneais de camundongos ndo susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C),
infectados ou ndo com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais ndo infectados tratados
com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados
com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Peréxido de hidrogénio — PMA

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 13 34,0 13,0-71,0 7,0-285,0 39,0+8,0
PTX 12 40,0 12,5-71,5 2,0-88,0 41,4 £ 9,1
Pb 13 30,0 13,5-76,5 5,0-90,0 42,6 £9,0
Pb+PTX 13 34,0 85-725 2,0-91,0 40,6 £9,3

A determinagéo da producéo de perdxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneais foi realizada no oitavo dia de infecgdo, pela microtécnica de Pick e Keisari. p=0,990,
ANOVA.

Tabela 42

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgéo basal de peroxido de hidrogénio, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P. berghei
ANKA. Os grupos estudados foram: animais néo infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com
8mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8
mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Peréxido de hidrogénio — Basal

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 03 9,5 - 8,6 —19,8 12,6 £ 3,6
PTX 03 10,8 - 9,0 -22,1 14,0 £ 4,1
Pb 04 16,2 8,7-23,8 8,1-24,3 16,2+4,4
Pb+PTX 05 15,8 8,9-199 8,3-21,9 14,7+ 2,6

A determinagado da produgéo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneais foi realizada no oitavo dia de infec¢do, pela microtécnica de Pick e Keisari. p=0,953,
Kruskal-Wallis.
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Tabela 43

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgéo de peroxido de hidrogénio apds estimulo com PMA, in
vitro, pelos macréfagos peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados
ou ndo com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais nao infectados tratados com NaCl
0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl
0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Peroxido de hidrogénio — PMA

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 03 25,2 - 11,56 -48,2 28,3 +10,7
PTX 03 15,5 - 11,9-514 26,3+12,6
Pb 04 30,2 11,56 -48,7 10,6 — 49,3 30,1 +£10,7
Pb+PTX 05 46,2 9,8 -50,0 9,7 - 50,7 33,2+9,6

A determinagado da produgéo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneais foi realizada no oitavo dia de infec¢do, pela microtécnica de Pick e Keisari. p=0,979,
Kruskal-Wallis.

Tabela 44

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgcdo basal de 6&xido nitrico, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos ndo susceptiveis & malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com P.
berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle)
ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com
8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico — Basal

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 12 307 297 — 341 227 — 365 308 £ 13
PTX 13 311 281 -434 243 — 503 347 £ 25
Pb 12 345 287 — 480 269 — 1418 519 £ 115
Pb+PTX 11 282 248 — 381 218 — 959 366 + 64

p=0,387, Kruskal-Wallis.

170



Tabela 45

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgao de 6xido nitrico apds estimulo com LPS, in vitro, pelos
macréfagos peritoneais de camundongos ndo susceptiveis @ malaria cerebral (Balb/C), infectados ou
nao com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais n&o infectados tratados com NacCl
0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl

0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico — LPS

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 13 317 279 - 383 223 -539 333+23
PTX 14 330 287 — 529 240 -980 424 + 53
Pb 12 345 305 -840 266 — 1497 576 + 128
Pb+PTX 11 286 265 -413 221 - 886 363 £ 56

p=0,328, Kruskal-Wallis.

Tabela 46

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgédo de 6xido nitrico apds estimulo com INF-y, in vitro, pelos
macréfagos peritoneais de camundongos n&o susceptiveis @ malaria cerebral (Balb/C), infectados ou
ndo com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais ndo infectados tratados com NacCl
0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl

0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico — INF-y

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média DP
Controle 12 348 280 — 358 244 — 464 331117
PTX 14 334 285 —-471 264 — 664 387 + 36
Pb 12 350 304 — 494 275 - 1658 523 + 121
Pb+PTX 11 359 277 — 430 233 -1219 430 + 84

p=0,702, Kruskal-Wallis.
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Tabela 47

Influéncia da pentoxifilina sobre a produg¢do de 6xido nitrico apds estimulo com LPS e INF-y, in vitro,
pelos macrofagos peritoneais de camundongos nado susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C),
infectados ou nao com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais néo infectados tratados
com NaCl 0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados
com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico — LPS e INF-y

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 13 345 290 — 396 243 — 637 361+ 28
PTX 14 363 293 - 498 253 - 1290 455 + 74
Pb 12 440 301 - 860 275 - 1660 622 + 124
Pb+PTX 11 360 282 - 526 233 - 1901 541 + 149

p=0,591, Kruskal-Wallis.

Tabela 48

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgdo basal de o&xido nitrico, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P. berghei
ANKA. Os grupos estudados foram: animais nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Controle) ou com
8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9% (Pb) ou com 8
mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico —Basal

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 03 303 - 291 — 351 315+18
PTX 03 300 - 288 — 334 307 £ 14
Pb 04 332 269 - 367 216 — 393 318+ 37
Pb+PTX 05 603 461 — 756 321-790 608 + 80

p=0,006, Kruskal-Wallis. Pelo teste de Dunn o grupo Pb+PTX produz maior quantidade de 6xido nitrico
em relagdo aos outros grupos (p<0,05).
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Tabela 49

Influéncia da pentoxifilina sobre a producdo de 6xido nitrico apds estimulo com LPS, in vitro, pelos
macréfagos peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou nao
com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais néo infectados tratados com NaCl 0,9%
(Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9%
(Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico — LPS

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 03 325 - 294 - 353 324 +17
PTX 03 353 - 303 — 388 348 + 25
Pb 04 318 281 — 341 245 - 363 31124
Pb+PTX 05 317 299 - 322 285 - 325 3127

p=0,653, Kruskal-Wallis.

Tabela 50

Influéncia da pentoxifilina sobre a produgédo de 6xido nitrico apds estimulo com INF-y, in vitro, pelos
macrofagos peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou nao
com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais ndo infectados tratados com NaCl 0,9%
(Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl 0,9%
(Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico — INF-y

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 03 303 - 299 — 340 314 £13
PTX 03 324 - 285 — 351 320+ 19
Pb 04 315 265 - 335 232-338 300 + 24
Pb+PTX 05 309 291 -335 289 — 338 312+ 10

p=0,9463, Kruskal-Wallis.
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Tabela 51

Influéncia da pentoxifilina sobre a produg¢do de 6xido nitrico apés estimulo com LPS e INF-y, in vitro,
pelos macrofagos peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA)I, infectados ou
nao com P. berghei ANKA. Os grupos estudados foram: animais nao infectados tratados com NaCl
0,9% (Controle) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (PTX) e animais infectados tratados com NaCl
0,9% (Pb) ou com 8 mg/Kg/dia de pentoxifilina (Pb+PTX).

Oxido Nitrico — LPS e INF-y

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 03 312 - 288 — 363 321 +£22
PTX 03 345 - 303 - 356 335+ 16
Pb 04 329 272 - 350 231 - 357 311+ 28
Pb+PTX 05 312 288 — 337 275 - 340 312+ 12

p=0,710, Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagao entre os grupos.
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ANEXO REAGENTES



2- mercaptoetanol — 2-hidroxietiimercaplan; B-mercaptoetanol. M6250 da Sigma-
Aldrich® INC, lote 101K1257, Saint Louis — Missouri, EUA.

Coloragéo panoética — kit Instant-prov da Newprov Produtos para Laboratério LTDA,
lote 4601, Pinhais — Parana, Brasil.

Entellan — Prod OB354749 da Merk, lote 1079610100, Darmstadt— Alemanha.

Eter etilico PA — Cod. R3852.00 da Dindmica Reagentes Analiticos, lote 11336,
Sao Paulo — SP.

Formaldeido PA — Céd 112 da Vetec Quimica Fina LTDA, Lote 971458, Duque de
Caxias — Rio de janeiro, RJ.

Giemsa - coloragao da Doles Reagentes, lote Giem 1121, Goiania — Goias, Brasil.

Glutamina — L-2-acido aminoglutaramico. G5763 da Sigma- Aldrich® INC, lote
124H03025, Saint Louis — Missouri, EUA.

H,0, — peroxido de hidrogénio da Merk, lote K2728110 951, Darmstadt— Alemanha.

H3PO, PA — &cido orto xaroposo. Prod 10016 Reagem da Quimibras Industrias
Quimica AS, lote 060310 - Rio de Janeiro, RJ.

Hepes — n-[2-hidroxi etil] piperazina-N’-[2-acido etano sulfénico]. H3375 da Sigma-
Aldrich® INC, lote 32K5459, Saint Louis — Missouri, EUA.

Interferon-y — citocina recombinante de camundongo expresso em E. coli. 14777 da
Sigma- Aldrich® INC, lote 055K0925, Saint Louis — Missouri, EUA.

LPS — lipopolysaccharides de Escherichia coli 055:B5. L2880 da Sigma- Aldrich®
INC, lote 114K4105, Saint Louis — Missouri, EUA.

Metanol absoluto — Prod 10158 AnalaR® da BDH Chemicals, lote 59583300,
Cidade — Estado, Inglaterra.

Need — n-(1-naftil)etilenodiamina. N9125 da Sigma- Aldrich® INC, lote 111K0089,
Saint Louis — Missouri, EUA.

Nigrosina — N4754 da Sigma- Aldrich® INC, lote 72F-0286, Saint Louis — Missouri,
EUA.

Pentoxifilina — Nome comercial: Trental do Laboratério Aventis Pharma LTDA, lote
106708, Suzano — Sao Paulo, Brasil.

Peroxidase — peréxido de hidrogénio oxiredutase da Amoracia rusticana tipo 1
contendo 148 unidades de purpurogalina/mg. Ec 1.11.1.7 da Sigma- Aldrich® INC,
CAS 9003-99-0, Saint Louis — Missouri, EUA.
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PMA — 13-acetato forbol 12-miristato. P8139 da Sigma-Aldrich INC, lote 42K1555,
Saint Louis — Missouri, EUA.

RPMI 1640 — Meio de cultura acrescido de L-glutamina. R6504-1L da Sigma-
Aldrich® INC, lote 124k8306, Saint Louis — Missouri, EUA.

Sulfanilamida — p-aminobenzeno sulfonamida. $9251 da Sigma-Aldrich® INC, lote
101K2010, Saint Louis — Missouri, EUA.

Vermelho de fenol — fenolsulfoftaleina. Prod. 7241 da Merk, lote 70168909,
Darmstadt— Alemanha
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