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RESUMO

Rodriguez AM. Avaliagdo do alcool perilico como potencial antimalarico em Plasmodium
falciparum ¢ Plasmodium berghei. [Dissertagdo (Mestrado em Parasitologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2015.

No mundo a maléaria mata mais de um milhdo de pessoas por ano, sendo uma das doengas
infecciosas mais relevantes e um grande problema de satide publica. Além disso, o surgimento
de cepas resistentes aos quimioterapicos utilizados faz necessario o estudo de novos alvos para
tratamentos contra esta doenga. No nosso laboratério foi demonstrada a biossintese de produtos
derivados de isoprendides, em Plasmodium falciparum, pela via 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato
(MEP). Sabe-se que substancias inibidoras da biossintese de isoprendides, dentre essas os
terpenos, apresentam atividade antimalarica in vitro e in vivo. Levando em consideragdo o
anterior, nos avaliamos o potencial antimalarico do alcool perilico (POH) em Plasmodium
falciparum e Plasmodium berghei. Nossos resultados demonstraram que o POH teve efeito
inibitorio contra o crescimento do P. falciparum in vitro, nas cepas 3D7 ¢ K1 com uma ICs, de
4,8 £0,5 uM, e 10,41£2,33 uM, respectivamente. Além disso, o POH nio teve efeito toxico na
linhagem celular Vero. Ainda, Comprovamos que o POH inibiu a farnesilagdo de proteinas
entre 20 ¢ 37 KDa de P. falciparum. Por outro lado, os experimentos in Vivo ndo mostraram
eficdcia do tratamento do POH contra PbGFP em camundongos Balb/c. Em contraste, foi
demostrada a eficacia do POH na de malaria cerebral experimental (MCE), em camundongos
C57BL6 infectados com PbGFP, indicando uma reducdo na taxa de incidéncia da MCE no
grupo tratado com POH, tendo 70% de taxa de sobrevivéncia no grupo tratado com POH
comparado com o 30% de sobrevivéncia os animais ndo tratados ( P<0,05). Além disso, o POH
reduziu a inflamagdo no cérebro dos animais tratados, uma vez que teve uma redugdo
significativa na adesdo de leucdcitos aos vasos cerebrais (P<0.001), como também, o numero
de hemorragias foi menor comparados com os animais ndo tratados. (P<0.0001). Portanto, os
resultados obtidos nesta pesquisa abrem novas alternativas no estudo do mecanismo de agao do
POH como um terpeno com grande potencial para tratar MC.

Palavras-clhave: Via MEP. Isoprenoides. Malaria cerebral experimental. Isoprenilacdo de
proteinas. Alcool perilico. Via intranasal. Plasmodium falciparum. Plasmodium berghei.



ABSTRACT

Rodriguez AM. Evaluation of perillyl alcohol as potential antimalarial in Plasmodium
falciparum and Plasmodium berghei. [Masters thesis (Parasitology)]. Sao Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2015.

Malaria kills over one million people a year worldwide, and is one of the most important
infectious diseases and a major public health problem. Furthermore, the emergence of resistant
strains to chemotherapeutic agents used, make it necessary to study new targets for treatments
against this disease. In our laboratory we have demonstrated the biosynthesis of isoprenoid-
derived products in Plasmodium falciparum, by the 2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate
(MEP) pathway. It is known that the substances that inhibit isoprenoid biosynthesis, among
these terpenes, have antimalarial activity in vitro and in vivo. Considering this, we evaluate the
antimalarial potential of PA (POH) in P. falciparum and P. berghei. Our results showed that the
POH had inhibitory effect against the growth of strains 3D7 and K1 of P. falciparum in vitro,
with an ICsp 0f 4.8 uM + 0.5, and 10.41 + 2.33 uM, respectively. Furthermore, the POH had no
toxic effect on cell line Vero. Moreover, the POH proved that inhibited proteins farnesylation
from 20 to 37 kDa of P.falciparum. By the other hand, in vivo experiments did not show
efficacy on treatment against POH PbGFP in BALB/c mice. In contrast, the effectiveness of
POH in the experimental cerebral malaria (MCE) was demonstrated in C57BL6 mice infected
with PbGFP, indicating a reduction in the incidence rate of MCE in the group treated with
POH, with 70% survival rate in the group treated POH compared with the 30% survival of
untreated animals (P <0.05). In addition, the POH reduced inflammation in the brain of treated
animals, since it had a significant reduction in leukocyte adhesion to cerebral vessels (P
<0.001), as also the number of bleeding was lower compared to untreated animals (P<0.0001).
Therefore, the results obtained in this work provide new alternatives to study the POH's
mechanism of action as a terpene with great potential to treat MC.

Keywords: MEP pathway. Isoprenoids. Experimental cerebral malaria. Proteins isoprenylation.
Perillyl alcohol. Intranasally. Plasmodium falciparum. Plasmodium berghei.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Ciclo de vida do PlasmOdiUm............c.cceeiuieiiiiiiiieieeieee et 20
Figura 2. Paises com transmissao de malaria. ............cccoceeeveeieerieiiieeiereeiecieeee e 21
Figura 3. Tendéncia do financiamento total para o controle e eliminagao da malaria, 2005-
2013, e falta de financiamento estimada €m 2013 ........cooiimiioiiiiiiieee et 22
Figura 4. Numero de casos de malaria registrados anualmente (1961-2013) no Brasil de acordo
as espécies de PIasSmOUIUM. .......c.oouiiiiiiii ettt 23

Figura 5. Distribui¢do global da malaria, mostrando areas onde o P. falciparum ¢ resistente as

drogas antimalaricas comumente usadas, cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina. ................. 26
Figura 6. Vias do MVA e MEP para a biossintese de IPP € DMPP...........ccccecveieiinenrnenene 28
Figura 7. Diagrama da via 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) de biossintese dos

isoprenoides em P. falCIPATUM. ........ccociiiiiiiiieieeceee e 30
Figura 8. Isoprenilagdo de Proteinas. .........c.ecueeverrieriieieiieeieeieseete et seeeaeeteseeesreeaeseeesseenaens 33

Figura 9. Estrutura do Alcool Perilico (POH) e seus metabolitos. Acido Perilico (PA) Acido

dihidroperilico (DHPA). ...ooi et e e e e e e e e eens 34
Figura 10. Esquema representativo da malaria cerebral experimental (MCE) com

camundongos C57BL6 infectados com PbGFP..........ccccoooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 45
Figura 11. Relagdo entre a parasitemia e fluorescéncia medida. ..........cccoevveveeiieienienieennennen. 50

Figura 12. Curva de dose-resposta ao teste de POH determinado pelo ensaio de fluorescéncia

................................................................................................................................................... 51
Figura 13. Porcentagens de crescimento de Plasmodium falciparum. .............cccceveveninnnene 52
Figura 14. Curva de dose-resposta ao teste de POH determinado pelo ensaio do MTT. ........ 53
Figura 15. Tratamento de P. falciparum em cultura in vitro com 3 uM POH e marcagao
metabolica com [PH] FPP € [TH] GGPP.........oouoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 55
Figura 16. Curva de mortalidade de camundongos Balb/c infectados com diferentes densidades
de in6culos de PbGFP apos 18 dias da infeCCa0. .......cevuiieiiiiiieiieiieeieecieee et 57
Figura 17. Porcentagens de parasitemia ¢ sobrevida dos animais tratados com POH e o

A5 (0101 o T RSP RRPPRRPP 58
Figura 18. Curvas de RMCBS do grupo POH e controle apos 4 dias da infecao.................... 60

Figura 19. Porcentagem de parasitemia do grupo tratado com POH e o veiculo nos dias 4, 6, 8
€ 10 APOS INFECCAD. ..eeiuerieeiiie ettt ettt ettt e e et eeeteeesaaeeessbee e saeeesseeesseeenseesseeennnes 61

Figura 20. Sobrevida dos animais tratados com POH € 0 Veiculo...........cccveveieierieriesreenrnens 62



Figura 21. Inibi¢do da inflamagdo no cérebro dos camundongos com MCE infectados com
PbGFP 8 dias ap6s o tratamento com 500mg/kg/dia de POH. .........cccooovviieiiiiciieieeeee 63
Figura 22. Inibigdo da inflamagdo no cérebro dos camundongos com MCE infectados com

PbGFP 8 dias apds o tratamento com 500mg/kg/dia de POH. ..........cccoooviviiiiniiiiiiniieies 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Escala quantitativa rapida de comportamento € coma murino............c.cc.eeverveevennene. 47
Tabela 2. ICs ¢ indice de seletividade (IS) do alcool perilico (POH) em cultura de células Vero
€ IMICET. ettt ettt ettt b ettt ettt 53



BHE
CDP-ME

CDP-MEP-2P

CQ

CSP

DDT
DHPA
DMAPP
DMSO
DOXP
EDTA
FPP
FTase
GBM
GC-MS
GFP
GGPP
GGTase-I
GGTase-ll
HMG-CoA
INL

IPP

MC

MCM
Me-2,4-CPP
MEP

MSP

MTT
MVA
OMS

PA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Barreira Hematoencefalica

4- (citidina-difosfato-5) -2-C-metil-D-eritritol
4-citidina-difosfato-5,-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato
Cloroquina

Proteina Circumsporozoito
Diclorodifeniltricloroetano

Acido dihidroperilico

Dimetilalil Pirofosfato

Dimetilsulféxido
1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato

Acido Etilenodiaminotetracetico

Farnesil pirofosfato

Farnesiltransferase

Glioblastoma recorrente

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Green Fluorescent Protein
Geranilgeranilpirofosfato
Geranilgeraniltransferase-tipo 1
Geranilgeraniltranferase tipo II
3-hidroxi-3- metilglutaril-CoA
Liberagao Intranasal

Isopentenil Pirofosfato

Malaria Cerebral

Barreira Hematoencefélica
2-C-metil-D-eritritol -2,4-ciclodifosfato
2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato

Proteina do Merozoito

3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio
Acido Mevalénico

Organizacdo Mundial da Saude

Acido perilico



PbGFP
POH
RMCBS

SDS-PAGE

SNC

SP

TRIS
TRITON-X 100

Plasmodium berghei ANKA GFP

Alcool Perilico

quantitative, rapid murine coma and behavior scale
Eletroforese em gel de Poliacrilamida na presenca de Dodecil
Sulfato de Sodio

Sistema Nervoso Central

Sulfadoxina-Pirimetamina

Hidroximetilaminometano

Polietilenoglicol-p-isooctifenileter



°C

gr

L.p.
pL

pum

Mg/mL
Mg/kg
mL

LISTA DE SIMBOLOS

Grau Celsius

Grama

Gravidade

Hora

Intraperitoneal
Microlitro

Micrometro
Micromolar

Miligrama por mililitro
Miligrama por quilograma
Mililitro

Milimolar

Molar

Porcentagem

Potencial de hidrogénio

Revolugdes por minuto



11

1.2

111

13

14

15

1.6

16.1

16.1.1

1.6.2

16.2.1

1.7

171

1711

1.7.1.2

1.7.13

1714

3.1

3.2

41

4.2

4.3

4.4

SUMARIO

INTRODUGAO ...t 19
MalAria: ASPECLOS JEIAIS ......c.oouvevieuietiitiiet ettt ettt ettt aeeteete bbb e s eseesseseeseeaeas 19
Epidemiologia da Malaria .............cccoouiviiiiiiiieieieeeeceeeee et 21
Epidemiologia da malaria N0 BraSil...........c..cc.ooioiiiioieeiiiceeceeeeeeee et 22
Medidas de prevencéo e controle da malaria.............ccoooooieiieieiciiceececeeeee e, 24
WACINAS ...ttt ettt ettt ettt et et st et e e st e st e st e st et e es e et e et e s enseneesseseeseeseeseesense s ententeneeneenensens 24
Quimioterapia e resisténcia aos antimalaricos em Plasmodium falciparum...................... 25
ISOPIENOIAES ...ttt ettt ettt ettt et et eete et e e teets e teeteeasesteessesreensennas 27
GNEIAIIHAUES ...ttt ettt ettt e b et e s e b e e eneeseeneenes 27
Via do mevalonato: via classica na formacgédo dos compostos iSOPrénicos ..............cccveeveuene.. 27
Biossintese de isoprendides em P. falCiparum ...........ccccoveireirinieeneieeeeee e 29
Terpenos: inibidores eficazes dos produtos finais da via de isoprendides.............ccccecveveuenene. 30
I1SOPrenilacao de PrOtEINAS ........c.ooeiviceeceeeee ettt et e ere e 32
GENEIAITAMES.......oeieeieeeeee ettt ettt sttt e st e e beesae s e estensesseensesesseensens 32
Alcool Perilico: generalidades. ...............ooeveeeueeeeeeeieeeeeeeeeeeeee e 34
Mecanismo de acdo do POH: estudos em animais € iN VItro ...........ccoeeeeeveiiieicciicreeiecieeeens 34
ESTUOS CHINICOS ...ttt st st b e se s enas 35
LiDEraga0 INtrANASAL.........c.ccvieiiiieieeiieteee ettt ete b te s sbeesaebesreennens 36
JUSTIFICATIVA .ottt a ettt s et et et ese s e se s esesseseesens 37
OBUIETIVOS.....cceoee ettt ettt s ettt s e s e s s e st s eneeseneeseneeseneeseneas 39
ODJELIVO GEIAL ...ttt ettt ettt ettt e b et e eseessesseessesseessensesseessansens 39
ODJEtIVOS ESPECITICOS ...ttt ettt ettt ettt ettt eeeeteeaeeteereenneas 39
MATERIAIS E METODOS ......oooieeeeeeeeeeeee et 40
Cultura de Plasmodium falCiParum ............c.coooieiiiiiieciceceecte ettt 40

Padronizacédo do método de fluorescéncia para contagem de parasitas usando Sybrgreen |

na cultura de Plasmodium falCiparum ............cccooveiiiiiiiiiceeeeeeee ettt 40
Determinacédo da I1Cx, do alcool perilico em Plasmodium falciparum .............cccceevenenn. 41

CUUIa de CEIUIAS VIO € IMICET ... et e e e e e e e e e e eeeeeeeeseneen 41



441

45

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

410.1

4.10.2

411

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

6

Determinacédo da toxicidade do POH em células MCF7 € VEro........cccooeevieinieenicinieieenne 42

Marcacédo metabodlica com precursores radioativos (FPP-GGPP) ..........ccccceeieveieeneenee. 43
ANIMAIS EXPEITMENTAIS .....oocviiiiiiiiieieeie ettt ettt ere e et e teeeteeeteeeareebeeereeereeerseeens 43
INTECGAO ..ottt ettt ettt et et e et e te e te et e teeraeeteeaneneas 44
PAFASITEIMIA ...ttt ettt b ettt s bbbt bt 44
Tratamento com POH em camundongos BALB/c infectados com PbGFP ....................... 44
Tratamento com POH em camundongos C57BI6 infectados com PbGFP ........................ 45
MEdIGAO0 UOS RIMICBS ...ttt ettt ettt b ettt sbe et sbasbeessesbeeseessesseessensenns 46
Sacrificio, perfusdo e histologia do cérebro dos camundongos ...........cccevrveerieerieerieerenns 46
ANALISE BSTATISTICA .. ...ttt 48
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ... 49
Determinacéo da linearidade da fluorescéncia vs parasitemia...........c.cccceoeeveeeieeeccennenenn, 49

Inibicdo de crescimento de parasitas de P. falciparum (3D7 e K1) pelo alcool perilico

Avaliacao do efeito do POH na isoprenilacdo de proteinas em Plasmodium falciparum,

através da marcacdo metabdlica com precursores radioativos (FPP — GGPP). ............... 54

Determinacéao da Dose letal 50 (DLsp) em camundongos BALB/c infectados com P. berghei
ANKA GFP (PDGFP). ...ttt eae s 56

Avaliacado da Influéncia do alcool perilico (POH) sobre a evolucdo da maléria ndo

complicada nos camundongos BALB/c infectados com POGFP. .........c.cccovevvivieveiicnnnen. 58

Avaliacao do efeito do POH por via intranasal sobre a taxa de incidéncia da malaria

cerebral experimental (MCE) em camundongos C57BL/6 infectados com PbGFP. ........ 59

CONGCLUSODES ... e e s e s s s e e e e et et et e s e s esesese e e e e s e sssasas 67

REFERENCIAS. ...ttt 68



19

1 INTRODUCAO

1.1 Malaria: Aspectos gerais

A malaria humana ¢ uma doencga parasitaria que pode ter evolucdo rapida e grave. A
doenca ¢ causada pelo protozoario do género Plasmodium, sendo que a transmissao natural
da-se pela picada das fémeas dos mosquitos do género Anopheles (1). Cinco espécies do
protozoario sdo descritas como agentes causadores da doenga em humanos. Nas infec¢des por
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, e Plasmodium knowlesi,
predomina a forma ndo complicada da doenca, caracterizada classicamente por febre
intermitente (paroxismo febril), sudorese, mal estar, vomitos e intensa debilidade fisica.

A sintomatologia da malaria ¢ inespecifica e, primariamente, decorrente da ruptura de
eritrocitos parasitados, j4 que nesta etapa ocorre a liberagdo na circulagdo sangiiinea de
antigenos constituintes do parasito e os formados em consequéncia de seu metabolismo, que
causam uma intensa ativagdo do sistema imune (2). Na figura 1 mostra-se detalhadamente o
ciclo de vida do Plasmodium.

As infecgoes por Plasmodium falciparum, a espécie mais virulenta, na auséncia de um
diagndstico precoce e tratamento adequado, podem evoluir para a forma complicada,
denominada maldria grave. A manifestacdo da malaria grave ¢ dependente da idade do
paciente ¢ de uma exposi¢ao prévia ao parasito (3). Esta sindrome ¢ caracterizada como uma
doenga multissistémica capaz de causar malaria cerebral (MC), entre outras complicagdes (4).

A malaria cerebral humana ¢ a manifestacdo mais grave e principal causa de obitos em
criangas menores de cinco anos e primiparas que vivem nas areas endémicas, formando os
principais grupos de risco. Esta sindrome apresenta uma patogénese complexa, sendo definida
como uma encefalopatia difusa potencialmente reversivel, cujo diagndstico requer a presenca
dos seguintes critérios: 1) estado de coma; 2) exclusdo de outras encefalopatias; 3) o encontro
de formas assexuadas de P. falciparum em exame de gota espessa (3). O sequestro de
eritrocitos infectados no epitélio ocasiona processos de inflamacdo que desencadeiam
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) do cérebro, e por sua vez alteragdes
morfoldgicas, como ativagdo da microglia, redistribuicdo de astrdcitos, modificagdes na BHE

e dano neuronal (1).
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Varios modelos de MC tém sido desenvolvidos em macacos, ratos e camundongos,
embora nenhum destes modelos representa exatamente a sindrome humana, eles podem
mostrar muitos aspectos da CM humana (5).

A grande maioria dos estudos t€ém-se centrado na malaria cerebral murina (MCM) e em
comparagdes entre cepas resistentes para desenvolver MCM (por exemplo, camundongos
Balb/c) e susceptiveis (por exemplo, CBA, C57BL/6) (6). Cepas de P. berghei (ANKA
[PbA] ou K173 [PBK] tem sido escolhidas por causa da sua capacidade de se sequestrar
dentro da microcirculagdo. Camundongos sensiveis infectados com P. berghei desenvolvem
sinais e sintomas neuroldgicos tipicos da CM humana (por exemplo, coma), ¢ morrem 8-10
dias apds a infeccdo. As cepas resistentes de camundongos para desenvolver MCM que
recebem a mesma dose de infeccdo ndo desenvolvem sintomas de CM, porém, morrem

aproximadamente de 21 dias apds infec¢do de anemia grave e hiperparasitemia (7).
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Figura 1. Ciclo de vida do Plasmodium. O ciclo de vida tem duas fases, uma assexuada no
hospedeiro humano (setas azuis) ¢ uma sexuada que ocorre no vector Anopheles spp. (setas
vermelhas). Durante a alimentagdo sanguinea, a feméa do mosquito Anopheles inocula os esporozitos
no hospedeiro humano (1). Os esporozoitos infectam as celulas do figado (2). Formando esquizontes
(3). A ruptura dos hepatdcitos leva a liberagdo dos merozoitos (4). Apos a replicagdo no figado, ciclo
pre-eritrocitico. Os parasitas sofrem multiplicagdo assexuada nos eritrocitos, ciclo eritrocitico. Os
merozoitos infectam as hemacias (5). O estagio de anel diferencia-se em trofozoito e esquizonte (6).
Alguns parasitas diferenciam-se em gametocitos (7), os quais sdo ingeridos pelo mosquito (8). No
mosquito a multiplicacdo € conhecida como esporogénio. No estomago do mosquito, ocorre a geragao
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dos zigotos (9). Os oocinetos (10) invadem a parede do estomago, onde se desenvolvem em oocistos
(11). No oocisto sdo produzidos os esporozoitos (12) os quais, apos liberados, migram até a glandula
salivar, e ap6s o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, se da a continuidade no ciclo do
parasita. Fonte: division of parasitic diseases/centers for disease control and prevention (DPDx/CDC).

1.2 Epidemiologia da maléria

A malaria continua sendo um dos principais problemas de satde publica no mundo,
especialmente na maioria dos paises africanos. Ela afeta particularmente as criangas, adultos
jovens envolvidos em atividades de desenvolvimento economico, mulheres gravidas e grupos
de pessoas que se movimentam em areas endémicas de malaria (8). No mundo, estima-se que
haja 3,3 mil milhdes pessoas, em 97 paises e territorios, em risco de contrairem a doenca, e
1,2 mil milhdes em risco elevado (>1 caso de malaria por 1000 habitantes todos os anos)
(Figura 2). (9). Além disso, a maléria concentra-se nos paises de baixa renda. Nesses paises,
as comunidades mais gravemente afetadas sdo as mais pobres e marginalizadas. Essas
comunidades tém os riscos mais elevados associados a malaria por falta de servicos eficazes

de prevengdo, diagnostico e tratamento. (10)

Casos confirmados de paludismo por 1000 habitantes M

.
B o0

Som transmis

Nao apiicivel

Figura 2. Paises com transmissdo de malaria. A partir do ano 2000, o financiamento € a cobertura
dos programas de luta contra a malaria aumentaram consideravelmente. O resultado foi uma redugio
em larga escala da incidéncia da doenga e das respectivas taxas de mortalidade. Dos 106 paises com
transmissao que continuam apresentando casos de malaria no ano 2000, 64 estdo atingindo a meta de
reversdo da incidéncia da malaria fixada nos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (10). Fonte:
World Health Organization. 2013.
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Desses 64 paises, 55 estdo no bom caminho para atingirem as metas da Assembleia
Mundial da Satde que estabelecem uma reducao das taxas de incidéncia dos casos de malaria
em 75%, até 2015. Estima-se que estas taxas tenham baixado 30% a nivel mundial, entre 2000
e 2013, enquanto as taxas estimadas de mortalidade cairam 47%. Em 2013, o financiamento
dos programas da malaria correspondia somente a 53% dos 5,1 milhdes de délares americanos
estimados, necessarios anualmente para se atingirem as metas mundiais (Figura 3). Ha
milhdes de pessoas, em risco de contrairem a maldria, que ainda ndo tém acesso a
intervengdes como mosquiteiros tratados com inseticida (MTI), testes de diagnostico e
tratamento com associagdes medicamentosas a base de artemisinina (ACT).
Consequentemente, ocorrem todos os anos 198 milhdes de casos (margem de incerteza: 124-
283 milhdes) e 584 000 oObitos (margem: 367 000-755 000). E necessario aumentar o
financiamento para manter os esforcos de controle da malaria e para garantir que as

populagdes mais vulneraveis tenham acesso a intervengdes salva-vidas. (9).

VEITIH indo Mundia

Falta de financiamento
em 2013: US$ 2.4 mil milhoes

milhdes)

Figura 3. Tendéncia do financiamento total para o controle e eliminacdo da malaria, 2005-2013,
e falta de financiamento estimada em 2013. Fonte: World Health Organization. 2013.

1.1.1 Epidemiologia da malaria no Brasil

No final do século XIX, a maldria estava presente em todo o territorio brasileiro,

particularmente ao longo da costa. A situagdo manteve-se inalterada, sem surtos epidémicos,
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até que dois movimentos migratorios importantes ocorreram na Amazonia. Atraidos pela
febre de extragdao do latex de borracha e a construgao da ferrovia Madeira Mamoré Road, um
grande nimero de trabalhadores sem imunidade anterior ou experiéncia cultural com
Plasmodium ficaram expostos ao parasita na Amazonia, resultando em uma explosdo
epidémica que causou milhares de mortes. (11). Estimou-se que foram cerca de seis milhdes
de casos (isto ¢, 15% da populagdo total), levando a 80 mil mortes por ano no pais na década
de 1940. (11).

Atualmente no Brasil, cerca de 241 mil casos clinicos e 64 mortes foram registradas em
2012, a maioria deles (99,88%) na Amazonia. A malaria ¢ endémica em nove estados, Acre,
Amapa (AP), Amazonas (AM), Mato Grosso, Para (PA), Rondonia, Roraima, Tocantins e
Maranhdo. PA e AM registraram quase 70% dos casos em 2012; foram 14,4% nas areas
urbanas, 25% em outras areas de exploracdo de minas e o restante em assentamentos rurais e
areas indigenas. A reducdo gradual do ntimero total de casos tem sido observado nos ultimos
cinco anos, mas houve um aumento significativo no nimero de casos na Amazonia brasileira,
em 2012. Fora da Regido Amazdnica, houve 914 casos registrados em 2012, em diferentes
estados brasileiros, principalmente em Sao Paulo (SP) (188), Rio de Janeiro (130), Minas
Gerais (105), Goias (82) e Piaui (72). (12)

Atualmente, o numero de casos de malaria registrados no Brasil vem caindo
anualmente. Na seguinte figura se apresentam os casos desde 1961 até 2013.
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Figura 4. Numero de casos de malaria registrados anualmente (1961-2013) no Brasil de acordo
as espécies de Plasmodium. O numero de casos aumentaram de forma constante como resultado da
rapida colonizagdo da Amazdnia, chegando a mais de 573 mil casos em 1989. Dois picos foram
registrados em 1999 e 2005 (em torno de 630 e 600 mil casos, respectivamente), apesar de mostrar
uma tendéncia geral na diminuicdo dos casos nas duas ultimas décadas. O circulo com as linhas de
intersec¢do que mostra o nimero atual de casos corresponde aos valores registrados por volta de 1980,
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quando a percentagem de casos registrados na Amazonia excedeu 90%. Observa-se também a
propor¢ao progressivamente decrescente de casos por Plasmodium falciparum desde 1988. Fonte.
Pina-costa. et al (11).

1.3 Medidas de prevencao e controle da maléria

Em maio de 1955, a Assembleia Mundial da Satde aprovou a Oitava Campanha Global
de Erradicacdo da Malaria com base na utilizagdo generalizada de diclorodifeniltricloroetano
(DDT) contra mosquitos e de firmacos antimalaricos para tratar a maldria. Como resultado da
campanha, a maldria foi erradicada em 1967 de todos os paises desenvolvidos onde a doenga
era endémica e, grandes areas tropicais da Asia e da América Latina foram liberados do risco
da infeccdo. Apesar desse sucesso, a melhora da situacdo da malaria ndo foi mantida
indefinidamente, além disso, a resisténcia do vetor para o DDT e dos parasitas a cloroquina,
um farmaco seguro e acessivel, comegou a afetar as atividades do programa. Uma Estratégia
Global de Controle da Malaria foi aprovada pela Conferéncia Ministerial sobre o Controle da
Malaria em 1992 e confirmada pela Assembleia Mundial da Satde em 1993. Esta estratégia
difere consideravelmente da abordagem usada na era de erradicagdo. Ela foi focada na
abordagem dos cuidados primarios de saude baseados na doenga ao invés de controle dos
parasitas, utilizando o uso racional e seletivo de ferramentas para combater a malaria. (13).

Infelizmente, ha véarias razdes pelas quais os esfor¢os globais de controle nao sdo tio
bem sucedidos quanto o esperado. Em muitas areas, hd& uma escassez de pessoas com
suficiente conhecimento para lidar com questdes relacionadas a epidemiologia, planejamento
global e gestdo do controle. Muitas vezes, os servicos de satde relacionados com o
diagnoéstico e tratamento sdo insuficientes, como também, a resisténcia aos antimalaricos,
auséncia de vacinas, e a falta de gestdes politicas para garantir o sucesso das campanhas de

erradicagao (14).

1.4 Vacinas

Com o desenvolvimento da cultura in vitro de P. falciparum, técnicas de engenharia
genética e outras técnicas mais recentes, € alguns avangos na producdo de vacinas podem
levar a uma protec¢do eficaz contra as infecgdes por Plasmodium. A vacina ideal contra a
malaria induziria respostas imunes contra todas as fases do ciclo de vida do Plasmodium, uma

vez que diferentes e distintos mecanismos imunes operam contra as diferentes fases do ciclo
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de vida. Varios alvos para vacinas incluem os estagios pre-eritrociticos, eritrociticos e
sexuados (14).

A proteina circumsporozoito (CS), que ¢ a proteina mais abundante presente na
superficie do esporozoitos, foi o primeiro antigeno protetor identificado utilizando soro imune
a partir de hospedeiros experimentais. Estudos mais recentes em camundongos transgénicos
CS confirmaram que a proteina CS ¢ o alvo para induzir respostas imunes protetoras usando
esporozoitos irradiados (15). Outras tentativas de vacina tem sido desenvolvidas baseadas em
antigenos recombinantes, a partir de proteinas do merozoito de Plasmodium, do estagio
intraeritrocitico (MSP1, MSP2). Estudos em fase I com adultos e fase I / [Ib em criangas de
5-9 anos de idade foram realizados, mostrando eficacia de 62%, com essas vacinas (16). No
entanto, apesar de décadas de investigacdo, ainda ndo existe uma vacina eficaz que pode ser
utilizada como uma estratégia para controlar este parasita, isso devido principalmente a
complexidade do ciclo de vida do Plasmodium, a localizagdo intracelular, sua grande variagdo

antigénica e a sua capacidade para evadir do sistema imune inato e adaptativo (17).

1.5 Quimioterapia e resisténcia aos antimalaricos em Plasmodium falciparum

A busca de novas drogas antimalaricas tornou-se um objetivo prioritario de pesquisa
devido ao desenvolvimento da resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos, outro ponto que
desfavorece o controle deste parasita (18).

A cloroquina (CQ) - 4 aminoquinolina- durante muitos anos foi utilizada como a
principal droga no tratamento para malaria, devido a sua eficécia, baixa toxicidade e o baixo
custo. A cloroquina foi sintetizada pela primeira vez na Alemanha, mas ndo foi reconhecida
como um antimalérico potente até a década de 1940. Por volta de 1946, verificou-se ser muito
superior a outros antimalaricos sintéticos contemporaneos. Contudo, a apari¢ao da resisténcia
a cloroquina levou ao desenvolvimento de outras drogas como a mefloquina, sulfadoxina-
pirimetamina, derivados de artemisinina, e atovaquona-proguanil (Malarone). Posteriormente,
a resisténcia também ocorreu para estas drogas mais recentes. Na China, infusdes preparadas
a partir de absinto (Artemisia annua) foram utilizadas para o tratamento da febre por muitos
anos. A eficacia das infusdes foi atribuida aos sesquiterpenos, tais como, a artemisinina (19).

No entanto, com os primeiros casos de cepas de Plasmodium falciparum resistentes a
cloroquina na Asia e na América do Sul, tornou-se o principal problema para o controle desta
doenga. Esta resisténcia também se espalhou para a Africa durante os anos oitenta ¢ agora é

encontrado na Africa Oriental. Diante disso, mais de dez paises africanos mudaram o farmaco
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de primeira escolha, pela sulfadoxina-pirimetamina (SP) (20). (figura 5). Além disso, cepas de
Plasmodium spp resistentes a SP se desenvolve rapidamente quando ¢é introduzida como
monoterapia principalmente, em paises que mudaram a CQ como medicamento de primeira
escolha (21) (22). Na Nigéria e paises da Africa Ocidental, CQ e SP permanecem como
drogas de primeira e segunda linha contra a maldria, respectivamente. No entanto, ha indicios

de que na ultima década houve um aumento da resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina (23).

As areas mais afetadas pela resisténcia aos antimalaricos, de acordo com a Organizacao
Mundial da Satde (OMS), sdo a peninsula indo-chinesa e a regido amazonica da América do

Sul (24).

© Chloroquine resistance
© Chloroquine + sulphadoxine-pyrimethamine resistance

Figura 5. Distribuicdo global da maléria, mostrando areas onde o P. falciparum é resistente as
drogas antimalaricas comumente usadas, cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina. A resisténcia é
amplamente disseminada através das zonas endémicas para malaria (areas vermelhas). Fonte: Fidock
A. etal (20).

Levando em consideracdo esses fatos, ¢ necessdrio identificar novos alvos potenciais
especificos no parasita, ¢ uma das estratégias para o desenvolvimento de novas drogas ¢ a
identificagdo de vias metabodlicas proprias e essenciais para a sobrevida do parasita. Portanto,
uma das vias importantes para serem estudadas ¢ a via de isoprenoides de P. falciparum uma

vez que poderia ser essencial para a sobrevivéncia e desenvolvimento do parasita.



27

1.6 Isoprendides

1.6.1 Generalidades

Os isoprenodides compreendem uma grande familia de produtos naturais, com mais de
20.000 compostos individuais descritos na literatura (25). Varios tipos de isoprendides
(esterdides, colesterol, retindides, carotenoides, ubiquinonas e proteinas preniladas) sdo
componentes essenciais da maquinaria celular, participando de uma variedade de processos
bioldgicos: os carotenoides, clorofila e plastoquinona sdo componentes essenciais do aparato
fotossintético, a ubiquinona, menaquinona ¢ plastoquinona sdo usadas como transportadores
de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial, as proteinas preniladas incluindo Ras e Rho
GTPases, funcionam como transdutores de sinal, o dolicois estdo envolvidos em modifica¢des
pos-traducionais das proteinas, e finalmente, os dolicois fosforilados t€ém um papel como
portadores de oligossacarideos na biossintese de glicoproteinas (26).

Apesar da sua diversidade estrutural e funcional, todos os isoprenoides sdo derivados de
um precursor comum, o pirofosfato de isopentenila (IPP) e o seu isomero, o pirofosfato de
dimetilalila (DMAPP). O numero de repeticdes dessas unidades, reagdes de ciclizacao,
rearranjos e reagoes redox sao responsaveis pela grande diversidade de estruturas isoprénicas

Q7).

1.6.1.1 Via do mevalonato: via classica na formagao dos compostos isoprénicos

Bloch e Lynen, em 1958, foram os primeiros a descrever a via do mevalonato em
animais e levedura, revisto por Spurgeon e Porter em 1981. Durante varias décadas, a via do
mevalonato foi considerada a Unica via biossintética através do IPP e DMAPP. Esta via usa
sete enzimas para fornecer os precursores para a maioria dos eucariontes (todos os mamiferos)
e em arqueobactérias, eubactérias, algas (exceto as cloroficeas), plantas superiores, briofitas e
alguns protozoarios, como Trypanosoma sp e Leishmania sp (28). Esta via comega com uma
reacdo catalisada por uma tiolase que produz acetoacetil-CoA a partir de duas moléculas de
acetil-CoA. Um terceiro acetil-CoA ¢ entdo condensado com acetoacetil-CoA para formar 3-
hidroxi-3- metilglutaril-CoA (HMG-CoA) por HMG-CoA sintase. A HMG-CoA-redutase
dependente de NADPH, em seguida, converte o composto de CoA-ligado em dacido
mevalénico (MVA). Em seguida, o MVA ¢ fosforilado sequencialmente pelas

difosfomevalonato quinases para formar MV A-5-difosfato. Este difosfato ¢ subsequentemente
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descarboxilado por mevalonato difosfato descarboxilase, para obter-se um conjunto de IPP,
que ¢ entdo convertido em DMAPP por uma isomerase. (29) (figura 5).
Outros autores demonstraram através da analise filogenética que a via do mevalonato ¢é

provavelmente a via ancestral ndo s6 em archaea e eucariotas, mas também em bactérias (30).
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Figura 6. Vias do MVA e MEP para a biossintese de IPP e DMPP. Em azul encontram-se 0s
nomes de cada intermediario da via do mevalonato (MVA). Em verde encontram-se os
intermediarios da via MEP. @ inibi¢ao. Fonte: Goulart H. et al (41).

1.6.1.2. Via do 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP): Via alternativa na formacédo dos
compostos isoprénicos

A via MEP foi descrita pela primeira vez em eubactérias (31), seguido por varios
organismos fotossintéticos como cianobactérias (32), algas, e plantas superiores. Mais tarde,
foi descrito em parasitas apicomplexa e Mycobacterium tuberculose. O passo inicial,

catalisada pela 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DOXP) sintase, ¢ a formagdo de DOXP pela
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condensagdo de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. O gene que codifica esta enzima foi o
primeiro a ser clonado a partir de Escherichia coli (33). Esta enzima chave da via requer
difosfato de tiamina e ions divalentes, tais como Mg 2+ ou Mn 2+ para a sua atividade. A
enzima reductoisomerase DOXP catalisa o rearranjo e subsequente reducdo de DOXP. A
atividade desta enzima ¢ inibida por fosmidomicina.

O MEP ¢ entdo convertido em 4- citidina-difosfato-5, -2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME).
O proximo passo € catalisado pela enzima CDP-ME quinase e leva a fosforilagdo da CDP-
ME. O produto desta reagdo, 4-citidina-difosfato-5,-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-
MEP-2P), ¢ subsequentemente convertido em 2-C-metil-D-eritritol -2,4-ciclodifosfato (Me-
2,4-CPP) pela enzima 2-C-metil-D-eritritol 2,4- ciclodifosfato sintase (figura 5). IPP e
DMAPP sio sintetizados através de rotas independentes nas Ultimas etapas da via MEP. Além
disso, a via MEP produz o precursor (DOXP) para a sintese dos cofatores essenciais de

difosfato de tiamina e fosfato de piridoxal (30).

1.6.2 Biossintese de isoprendides em P. falciparum

Desde a caracterizagdo da sintese de isoprendides em Plasmodium falciparum, pela via
MEP, diversas pesquisas t€ém sido conduzidas, no nosso laboratorio, no estudo desta via. A
via MEP estd localizada numa organela denominada apicoplasto, presente em parasitas do
Phillum Apicomplexa e ausente nas células de mamiferos.(34)

O apicoplasto ¢ um plastideo nao fotossintetizante (35), que foi inicialmente descrito em
Toxoplasma gondii e posteriormente em Plasmodium falciparum. Foi demonstrado que esta
organela possui funcdo vital para esses parasitas (36). Sabe-se que a via de biossintese de
acidos graxos, e juntamente com a via inicial da biossintese de isoprendides estdo localizadas
nesta organela(37). Estudos em nosso laboratorio mostraram que o Plasmodium falciparum
sintetiza dolicdis de 11 e 12 unidades isoprénicas, coenzima Q 7 8 -9, vitaminas K1 e K2,
bem como tocoferol e proteinas isopreniladas e doliquiladas, e carotenoides (37)(38)(39)(40)
(figura 6). Ainda, sobre o metabolismo do Plasmodium, foi demonstrado que algumas
sustancias como os terpenos, derivados de plantas, sdo inibidores de alguns produtos finais na

via de isoprenoides de P. falciparum (41) (42).
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Figura 7. Diagrama da via 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) de biossintese dos isoprenoides
em P. falciparum. Os isoprenoides sdo sintetizados por dois precursores, isopentenil pirofosfato e seu
isdbmero, dimetilalil pirofosfato (DMPP). As caixas sombreadas indicam os produtos finais
identificados em P. falciparum. Fonte: Katzin AM. et al (38).

1.6.2.1 Terpenos: inibidores eficazes dos produtos finais da via de isoprendides

Os terpenos (ou isoprendides, ou terpenodides) sdo uma grande classe de metabdlitos
lipofilicos secundarios derivados da via do mevalonato. A maior diversidade de estruturas
ocorre em plantas, sendo um componente importante do "6leo essencial”, da fragao do extrato
vegetal (43). Esses terpendides possuem uma grande variedade de aplicagdes, desde a
fabricacdo de cosméticos como aromatizantes até em estudos microbioldgicos aumentando a
atividade microbicida de antibidticos em testes com Staphylococcus aureus (44).

Estudos anteriores no nosso laboratorio mostraram que terpenos como o farnesol,
nerolidol, linalol e limoneno sdo inibidores da biossintese de dolicol, cadeias isoprénicas

ligadas a ubiquinona e proteinas isopreniladas, em parasitas da fase eritrocitica de P.
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falciparum. Os valores de ICsy in vitro, foram de 64 uM, 760 nM, 1,22 mM, ImM,

respectivamente.

O mecanismo de a¢ao do nerolidol e farnesol ¢ baseado em uma possivel competi¢ao
com o substrato, impedindo o alongamento das cadeias isoprénicas e bloqueando o sitio ativo
da enzima octaprenil pirofosfasto sintase de P. falciparum, enzima responsavel pela formagao
dos dolicdis e isoprenoides ligadas ao anel benzoquinona da coenzima Q. (41).

Por outro lado, a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS), do ¢6leo essencial extraido de Viola surinamensi,- que ¢ uma planta com que os
indios da etnia Waidpi costumam tratar pessoas com maldria, através da inalacdo de vapor
oriundo da infusdo dela-, constatou-se a presenga de 11 monoterpenos entre eles o nerolidol,
11 sesquiterpenos e trés fenilpropanodides. (45). Baseados nesses resultados, o nosso
laboratorio comegou a testar drogas, utilizando uma nova metodologia, em experimentos in
vivo, em camundongos infectados. Trata-se de usar uma estratégia de liberac@o intranasal para
tratar os camundongos infectados com P. berghei. Os resultados demonstraram que
camundongos Balb/c infectados com P. berghei Anka, tratados com 1000 mg/kg/dia de
nerolidol via oral e intranasal, tiveram uma porcentagem de inibi¢do do crescimento do
parasita >50% durante os primeiros 15 dias de tratamento em relagdo ao controle. A
sobrevida dos animais tratados foi de 70% apds 30 dias de infeccdo, além de ndo apresentar
efeitos genotoxicos em linfécitos isolados de camundongos (dados ndo publicados). Levando
em consideracdo esses resultados, nos concluimos que o tratamento inalatéorio ¢ uma
estratégia promissora para tratar malaria murina, além das vantagens de ser um tratamento
ndo invasivo e de baixo custo.

Também, outros estudos feitos no nosso laboratério demostraram que o limoneno tem
um efeito inibitorio na isoprenilacdo de proteinas da familia RAS (p21) de P. falciparum as
quais estdo envolvidas na transdu¢do de sinais e a regulagdo do crescimento e proliferagao
celular. (42). O limoneno, um monoterpeno amplamente distribuido em plantas, ¢ um dos
poucos compostos conhecidos que inibe a isoprenilagdo de proteinas e tem atividade

antitumoral in vivo (46).
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1.7 Isoprenilagdo de proteinas

1.7.1 Generalidades

A prenilacdo de proteinas foi descoberta pela primeira vez em fungos em 1978 (47), e
quase 10 anos mais tarde, foi detectada a primeira proteina prenilada em células de
mamiferos, (laminina B farnesilada) (48) (49). Embora, o conhecimento deste processo seja
muito limitado, a prenilacdo de proteinas também tem sido demonstrada em parasitas como
Giardia lamblia, Schistosoma mansoni, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi,
Leishmania mexicanan , Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum.(50).

A partir dessas descobertas, esta modificagdo tem sido estudada extensivamente,
devido a sua importancia para que ocorra a atividade celular normal de numerosas proteinas.
A prenilagdo de proteinas ¢ uma modificagdo pos-traducional covalente irreversivel
encontrada em todas as células eucarioticas, que ¢ compreendida pela farnesilagdo e
geranilgeranilacdo.

Trés enzimas preniltransferases catalisam esta modificagdo. Farnesiltransferase (FTase)
e geranilgeranil-tipo 1 (GGTase-I) catalisam a fixa¢cdo de um unico farnesil (15 carbonos-
FPP) ou geranilgeranil (20 carbonos-GGPP), respectivamente, a um residuo de cisteina
localizado numa sequéncia de consenso da regido C-terminal normalmente conhecida como
“caixa CAAX” (Figura 7), onde "C" ¢ cisteina, “a” geralmente representa um aminoacido
alifatico, e o residuo "X" em grande parte o responsavel por determinar qual cadeia
isoprenica vai ligar-se a proteina. A geranilgeraniltranferase tipo II (GGTase-1I ou
geranilgeraniltransferases Rab) catalisa a adicdo de dois grupos geranilgeranil para dois
residuos de cisteina em sequéncia como CXC ou CCXX perto da regido C-terminal das
proteinas Rab (Figura 7) (51). Essas modificacdes lipofilicas facilitam a associagdo das

proteinas isopreniladas @ membrana celular o qual ¢ um requerimento funcional.
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Figura 8. Isoprenilacdo de proteinas. (A) Estruturas de 1 (farnesil difosfato, FPP) ¢ 2 (geranilgeranil
difosfato, GGPP); (B). Reagdes catalisadas por enzimas preniltransferases. Fonte: Palsuledesai CC. et
al (51).

A farnesilacdo de RAS, por exemplo, aumenta a sua associagdo com o fator de
GTP/GDP, como também, aumenta grandemente sua habilidade para estimular enzimas
transdutoras de sinais, incluindo a proteina quinase em células de mamiferos. (46). A proteina
RAS nao farnesilada ndo se associa a membrana celular e ¢ incapaz de exercer funcdo de
transformagao celular. (52)

A inibicdo da isoprenilagdo de proteinas vem sendo usada como alvo para testar
compostos com possiveis efeitos antitumorais e antiproliferativos. Por exemplo, o limoneno
tem sido amplamente testado in vitro e in vivo. O limoneno tem atividade quimiopreventiva
contra tumores mamarios, de pulmdo e de figado em camundongos. Curiosamente, inibe
seletivamente a isoprenilacdo de proteinas de 21-26 kDa (46), sem afetar o farnesilagdo da
lamina nuclear B. Baseados nesta seletividade € possivel que o alvo principal do limoneno
ndo seja a inibicdo da formagdo dos precursores FPP ¢ GGPP, e sim a inibicao das
transferases que sdo as responsaveis de ligar esses grupos prenil as proteinas. (53).

Também, dados da literatura demonstraram que os metabolitos do limoneno (4lcool
perilico, acido perilico e cis/trans-acido dihidroperilico) também atuam na regressdo do
carcinoma mamario em ratos, como também, na inibicdo da isoprenilagdo de proteinas em
celulas 3T3 e demonstrou-se que sdo inibidores potentes das FTPase e GTPase em leveduras

(53).
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1.7.1.1 Alcool perilico: generalidades

O alcool perilico (POH) também chamado P-Meta,l,7-dieno-6-0l ou 4-
isopropylcyclohexanol, ¢ um monoterpeno natural encontrado em 6leos essenciais de hortela,
cerejas, lavandas, entre outras. POH é um produto hidroxilado de d-limoneno formado pela
condensacdo de duas unidades de isopreno, ¢ 5 a 10 vezes mais ativo do que o limoneno.
Ainda mais, mostrou ter atividade terap€utica e quimioterapia preventiva em cancer mamario
(54). O POH ¢ rapidamente metabolizado a &cido perilico (PA) e acido dihidroperilico
(DHPA) em animais (figura 8), entretanto, o PA ¢ o maior metabdlito em circulagdo nos
humanos. Acredita-se que o mecanismo de acdo de POH ¢ a inibigdo das enzimas farnesil
transferase e geranilgeranil transferase, impedindo a isoprenilagdo de proteinas da familia

RAS através da ligacao dos grupos FPP e GGPP (53).

OH 0. ,OH o. ,OH
N N N
Alcool Perilico Acido Perilico Acido Dihidroperilico

Figura 9. Estrutura do Alcool Perilico (POH) e seus metabolitos. Acido Perilico (PA) Acido
dihidroperilico (DHPA). Fonte: Yeruva L et al. (54).

1.7.1.2 Mecanismo de agdo do POH: estudos em animais e in vitro

Muitos estudos tém mostrado que o dlcool perilico ¢ um potente agente
quimioterapéutico contra varios tipos de cancer, incluindo pancreas, mama, ovario e figado.
Viarios pesquisadores mediram os efeitos de diferentes concentragdes de alcool perilico em
linhagens celulares de tumores pancreaticos humanos e de hamster. O tratamento das células
tumorais pancredticas durante dois dias resultou num decréscimo dependente da dose na
proliferacdo celular, com valores de ICsy de 290 e 480 uM para as linhas de células de

hamster e humanas, respectivamente. (55)
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Por outro lado, foi investigado os efeitos do POH sobre a proliferacdo de células de
cancer de pulmao (A549, H520).0s resultados indicaram que o POH induziu citotoxicidade
dependendo da dose, induzindo retencdo do ciclo celular e apoptose, com o aumento da
expressdo de bax, p21 e atividade caspase-3 em ambas linhagens celulares. (54). Também,
encontrou-se que o POH atinge na regulacdo da via do mevalonato e a via Ras-Raf-MEK-
ERK nas células U87 e U343 de glioblastoma, afetando a modifica¢ao pos-translacional de H-
Ras e Racl. POH inibiu as enzimas responsaveis pela isoprenilagdo de proteinas. (56). Ainda,
o POH exibiu um efeito antiproliferativo contra células cancerosas humanas pancreaticas
MIA PaCa-2 (57), além disso, induziu uma parada do ciclo celular em GO / G1 que coincidiu
com um aumento na expressao de inibidores de ciclinas, p21Cipl e p27Kipl e uma redugdo
dos niveis da ciclina A, ciclina Bl, e de proteinas quinase dependente de ciclina (CDK) 2

(57).

Outras pesquisas tiveram a finalidade de investigar qual das trés proteinas transferases
sdo inibidas por POH observando a prenilagdo das proteinas Ras, RhoA e Rab6 a partir de
['4C] mevalonolactona marcada em células NIH3T3 sendo que as proteinas Ras, RhoA e
Rab6 sao preniladas por FPTase, GTPase tipo I, e GGPTase II, respectivamente. Os
resultados mostraram que a isoprenilagdo de RhoA e Rab6 foram inibidas por POH com
valores de 1,0 e 0,5 mM, respectivamente (58).

Além disso, ratas fémeas C57BL alimentadas com dietas experimentais baseadas em
compostos ricos em terpendides, entre esses, o alcool perilico, 10 dias antes e 28 dias apds da
implantacdo do melanoma agressivamente crescente e altamente metastitico B16 (F10)
produziu 50% de retardo no crescimento do tumor dos animais tratados como também,
aumentou a taxa de sobrevida. (59).

Também, camundongos tratados com 164 ug/dia de POH via intranasal, a porcentagem
de macrofagos alveolares (83%) e linfocitos que produzem IgA (15%) foi maior, um padrao
caracteristico do sistema imune inato pulmonar. Esses resultados sugerem que a
administracdo intranasal do POH pode ter um possivel efeito quimioterapico em processos

patologicos do pulmao (60).
1.7.1.3 Estudos clinicos

Levando em consideracao os resultados promissores na reducao da proliferacdo celular
tumoral do POH em sistemas in Vvitro e in vivo, varios ensaios clinicos tém sido desenvolvidos

usando o POH em pacientes que apresentam alguns tipos de gliomas e tumores.
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Um primeiro estudo foi feito para estudar o efeito do alcool perilico no tratamento de
cancer de ovario avancado. O alcool perilico foi administrado por via oral, quatro vezes ao
dia, numa dose de 1200 mg-/-m2. A taxa livre de progressdo de 6 meses foi de 17% ¢ a
sobrevida global mediana foi de 9,1 meses, porém, a toxicidade gastrointestinal (grau 1-2
nauseas, saciedade, e fadiga (grau 1-2 em 40%) foram comuns (61). Por outro lado, mulheres
que apresentavam cancer de mama metastatico foram submetidas ao tratamento com POH
quatro vezes por dia a 1200-1500 mg m ~ dose " e tiveram uma mediana de progressio de 35
dias, no entanto, também apresentaram sintomas de fadiga e efeitos toxicos gastrointestinais

grau l e 2 (62).

1.7.1.4 Liberagéo intranasal

Os nervos olfativos e trigémeos que inervam o epitélio nasal representam a Unica
conexao direta entre o ambiente externo e o cérebro. Dada a facilidade de administrar drogas
por inalagcdo nasal, esta via fornece um método pratico, ndo invasivo, rapido e simples de
liberar agentes terapéuticos ao sistema nervoso central (SNC). Esse ¢ um dos motivos no
interesse pelo seu potencial no tratamento de distirbios neurodegenerativos. Em relacdo a
terapia de tumores cerebrais, a liberagdo intranasal (INL) tem sido apenas estudada e
atualmente esta tendo resultados que indicam um potencial promissorio para o tratamento do
cancer do SNC (63).

A eficacia terapéutica em humanos, particularmente para o SNC, esta frequentemente
diminuida ou anulada pela incapacidade dos farmacos de atingirem e manterem concentracdes
eficazes no cérebro, durante um periodo adequado de tempo. Geralmente, as moléculas sao
muito grandes ou tem grupos polares funcionais que a barreira hematoencefélica limita o seu
acesso ao SNC (64).

Levando em consideracao os fatos mencionados ¢ devido a toxicidade do POH via oral
em varios ensaios clinicos, alguns estudos foram focados em administrar o POH via intranasal
para tratar gliomas cerebrais malignos, uma vez que minimiza os riscos de desenvolver
toxicidade, além de ser uma via ndo invasiva para o paciente. Os resultados mostraram que a
administracao intranasal de POH (400mg/kg) aumentou a sobrevida global dos pacientes com
GBM (Glioblastoma recorrente) em comparagao com os controles ndo tratados, especialmente
com os pacientes com GBM primario e secunddrio e com tumor localizado em regides
profundas do cérebro. Os efeitos colaterais do tratamento POH foram quase inexistentes,

mesmo em pacientes tratados por mais de 4 anos (65) (52) (64).
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2 JUSTIFICATIVA

A maléria atualmente ¢ uma das principais parasitoses humanas e um dos problemas de
saude publica mundial, especialmente nos paises africanos. Os casos de maléria tendem a
aumentar, ja que tém surgido parasitas resistentes a drogas e vetores aos inseticidas. Assim,
observa-se a importancia do desenvolvimento de estratégias que objetivem tratamentos
eficazes, possiveis vacinas e novas drogas antimalaricas.

O conhecimento sobre a biologia e a bioquimica do Plasmodium ¢ de vital importancia
para aprofundar em novas alternativas e novos alvos potenciais para o desenvolvimento de
novas drogas antimalaricas. A via MEP, cujos produtos finais ja foram caracterizados pelo
nosso grupo em P. falciparum, se apresenta como possivel alvo quimioterapico, por ser uma
via compartilhada por varios microrganismos patogénicos € ndo com o homem, além de ser
uma via essencial para a sobrevida do parasita.

Por outro lado, varios isoprendides derivados de plantas, tais como, o limoneno,
farnesol, linalol e nerolidol ja foram testados em cultura in vitro e encontrou-se que sio
inibidores eficazes de dolicois (41), cadeias isoprenicas ligadas a ubiquinona (41) e
isoprenilagdo de proteinas em P. falciparum (42). Como também, foi comprovada a agdo
antimalarica do nerolidol contra as formas intraeritrociticas de P. berghei ANKA, através do
tratamento em camundongos Balb/c, por via oral e intranasal (Dados ndo publicados).

Levando em consideragdo estes fatos, o presente trabalho destinou-se a estudar o alcool
perilico (POH) ¢ seu efeito contra Plasmodium falciparum em cultura in vitro ¢ em modelos
experimentais in vivo. O POH ¢ um monoterpeno derivado do limoneno que esta sendo
amplamente estudado por ter acao na inibicao da proliferacdo de muitos tipos de tumores. Um
dos mecanismos de agdo conhecidos ¢ através da inibicdo da isoprenilagdo de proteinas,
inibindo a transferéncia dos precursores isoprénicos GGPP e FPP as proteinas. Levando em
consideracdo esses fatos, espera-se que o POH tenha efeito inibitdrio nos processos de
farnesilagao e geranilgeranilagao de proteinas de P. falciparum.

Além disso, atualmente o POH esta sendo testado em ensaios clinicos, através de uma
estratégia de liberacdo intranasal, contra gliomas cerebrais malignos. Baseados nesta
estratégia de tratamento, além de ser uma técnica rapida, simples e ndo invasiva, o POH
poderia ter um efeito promissor contra a malaria ndo complicada e em quadros mais severos
da doenca, tal como, a maléria cerebral murina. Essa técnica permite um contato direto com o

cérebro, além de manter uma maior concentragao no SNC através da via intranasal. O efeito
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quimioterapéutico teria como consequéncia uma diminui¢do na taxa de incidéncia de malaria

cerebral nos camundongos tratados com POH.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimalarico do alcool perilico (POH) através de ensaios in Vitro e

em modelos experimentais in Vvivo.

3.2 Objetivos especificos

= Determinar a ICsy do alcool perilico em parasitas de Plasmodium falciparum
cultivados in vitro.

* Determinar a toxicidade do alcool perilico para células MCF7 e Vero.

= Avaliar o efeito do POH na isoprenilagdo de proteinas em parasitas de Plasmodium
falciparum cultivadas in vitro através da marcagdo metabolica, com precursores
radioativos (FPP — GGPP).

» Determinar a DL50 de Plasmodium berghei AnkaGFP em Camundongos BALB/c.

* Avaliar a Influéncia do élcool perilico sobre a evolu¢do da malaria em camundongos
Balb/c infectados com P. berghei ANKAGFP.

= Avaliar o efeito do alcool perilico sobre a taxa de incidéncia da malaria cerebral, em

camundongos C57BL6 infectados com P. berghei ANKA GFP.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura de Plasmodium falciparum

O clone 3D7 da cepa NF54 ¢ a cepa K1 de P. falciparum foram cultivados in vitro de
acordo com o método de Trager e Jensen (66) modificado como descrito por Kimura et al
(67). Os mesmos foram cultivados em eritrocitos (A ou O") separados de leucocitos, em meio
RPMI 1640 suplementados com 25 mM de Hepes, 21 mM de bicarbonato de sodio, 370 uM
de hipoxantina, 11 mM de glicose, 40 ug/ml de gentamicina ¢ 0,5% (v/v) de Albu-max. As
culturas de P. falciparum foram incubadas e mantidas a 37 °C com uma mistura gasosa de
5,05% CO», 4,93% 0O, 90,02% N».

A cultura assincronica com mais de 10% de parasitemia, no estagio anel jovem, foi
centrifugada, retirado o sobrenadante, apos a sincronizagdo com sorbitol 10 % na propor¢ao
1:25 (v/v, precipitado: solu¢do sorbitol 5% a 37 °C por 5 min. Os parasitas foram
centrifugados a 800 x g por 10 min. O precipitado, que corresponde ao concentrado de
parasitas no estagio anel, foi introduzido novamente a cultura (68).

Para sincronizar parasitas no estagio maduro (esquizonte), utilizamos o método de
flotacdo por plasmagel onde parasitas maduros sdo separados dos parasitas jovens. Apos
centrifugagdo a 1500 xg. O pellet foi medido e adicionado 1,4 do volume com meio RPMI,
em seguida foi adicionado, gentilmente, o plasmagel 6%, seguido de incubagdo por 20
minutos a 37 °C. Por ultimo, o sobrenadante foi adicionado novamente a cultura (formas

maduras) (69).

4.2 Padronizacdo do método de fluorescéncia para contagem de parasitas usando
Sybrgreen I na cultura de Plasmodium falciparum

Para avaliar o efeito de alguma droga sobre o crescimento dos parasitas em microtestes
e substituir o método do esfregago sanguineo, foi padronizado o ensaio de fluorescéncia
incorporando Sybrgreen I (Invitrogen, Itape-SP, Brasil) (70) aos parasitas em cultura in vitro
de Plasmodium falciparum 3D7. Para esta finalidade, foram utilizadas diferentes
porcentagens de parasitemia partindo de 0% até 13 %, previamente sincronizadas com
sorbitol (trofozoitos jovens). Foi colocado 100 ul de SYBR Green I em tampao de lise (0,2 ul
de SYBR Green I / ml de 20 mM Hidroximetilaminometano (TRIS), 5 mM Acido



41

etilenodiaminotetracetico (EDTA) pH 7.5, 0,008% p/v saponina e 0,08% p/v
polietilenoglicol-p-isooctifenileter (triton-X 100) ) a cada poco (triplicata) e incubados por 1
hora a temperatura ambiente € no escuro. Apos este periodo, a fluorescéncia foi medida no
fluorimetro PolarStarOmega (BMG Labtech) com comprimentos de onda de excitagcdo e
emissdo de 485 e 520 nm respectivamente. Por fim, as curvas foram construidas a partir das
unidades relativas de fluorescéncia versus as diferentes porcentagens de parasitemia, fazendo
a subtragdo da fluorescéncia basal das hemadcias ndo parasitadas com Sybrgreen I
(background). Uma analise de regressdo linear de Pearson foi feita para determinar a

correlacdo entre as duas variaveis.

4.3 Determinacdo da ICsy do alcool perilico em Plasmodium falciparum

Cultura sincronizada de Plasmodium falciparum (3D7 e K1) (trofozoito jovem) foi usada
para a determinagdo da ICsy utilizando o ensaio de fluorescéncia segundo o método de
Smilkstein et al (70). Apoés um periodo de 24 ¢ 48 horas de crescimento (parasitas tratados
com POH e controle) 100 pul de SYBR Green I (Invitrogen) em tampao de lise (0,2 pl de
SYBR Green I/ ml de 20 mM TRIS, 5 mM EDTA, pH 7.5, 0,008% p/v saponina e 0,08% p/v
triton-X 100) foi adicionado e misturado a cada pogo (em triplicata) e incubado por 1 hora, no
escuro € a temperatura ambiente. Apos este periodo, a fluorescéncia foi medida no fluorimetro
Polarstar Omega, com comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 485 e 520 nm
respectivamente. As unidades relativas de fluorescéncia foram analisadas e transformadas em
porcentagens de crescimento (%) a partir das contagens maximas nos pogos controle (sem
droga). Foi realizada uma curva de porcentagens de crescimento contra o logaritmo da
concentragdo de droga e posteriormente, uma analise através de regressdo nao linear (Dose-
resposta/variavel equacdo sigmoidal) para obter a concentragdo de droga que produz 50% do

declinio no crescimento do parasita (ICs).

4.4 Cultura de células Vero e MCF7

Células MCF7 (adenocarcinoma mamario) e Vero (rim de macaco verde africano), foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com L-glutamina, glucose e 10% de soro fetal
bovino ¢ meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, respectivamente.
Essas linhagens foram mantidas em fase de crescimento exponencial, subcultivando duas

vezes por semana em garrafas de 25 cm” a 37 °C e 5% CO,. Para a subcultura, o meio foi
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removido das garrafas e as células foram lavadas com 0.007 M Na,HPO4 0.01 M NaH,PO,,
pH 7.4, 0.15 M NaCl (PBS) e separadas por incubacdo com 2 ml de solugao Tripsina 10
mg/ml/ EDTA 100 mM (Vitrocell Embriolife, Campinas-SP, Brasil) durante 5-10 minutos,
seguido da inativagdio com DMEM. As células foram contadas e colocadas em meio de

crescimento com 10° célula /mL.

4.4.1 Determinagdo da toxicidade do POH em células MCF7 e Vero

Apods a obtencdo de 80% de confluéncia, as células foram removidas e contadas na
camara de Neubauer (Knittel- Glaser, SP- Brasil). Em seguida, usando placas para cultura
celular de poliestireno de 24 pogos (Biosystems, Curitiba-PR, Brasil), colocou-se 3x10’
células por poco, tanto para MCF7 quanto para Vero. A seguir, as células foram incubadas
durante a noite a 37 °C , 5% CO,, para obtencdo de uma boa adesdo celular. Apds este
periodo, 100 uL de POH (1-500 uM) foram colocados em cada pogo (triplicata). Apds 48
horas de incubacdo das placas com as células tratadas (POH) e os pogos livres de droga
(controles), realizou-se o ensaio do sal de tetrazolio, 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio (MTT). O MTT foi dissolvido em PBS (5mg/ml) e 50 uL foram adicionados
para cada pogo, seguido pela incubacdo a 37°C por 4 horas. Apds a incubagdo, o meio foi
retirado manualmente e os cristais formados foram dissolvidos com DMSO. A densidade
optica (DO) de cada pogo foi medida utilizando um fluorimetro PolarStarOmega (BMG
Labtech) com um comprimento de onda de 595 nm e 690 nm de referencia (71). A

absorbancia permitiu calcular a porcentagem de toxicidade usando a seguinte formula:

Porcentagem de toxicidade = 1- (DO tratado — DO controle) x 100
(DO controle- do tratado)
A concentragdo de droga necessaria para inibir o crescimento celular em 50% (ICs)

em comparagdo com o crescimento de uma célula controle, foi determinada a partir da curva

dose-resposta.

4.4.2 Calculo do indice de seletividade (SI)

O indice de seletividade correspondeu ao valor de ICsy determinado para a atividade do

alcool perilico em células Vero e MCF7 dividida pela ICsy determinada para eritrocitos
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parasitados com P. falciparum. O indice de seletividade foi considerado interessante para

valores maior do que trés (71).

4.5 Marcacdo metabdlica com precursores radioativos (FPP-GGPP)

Cultura sincronizada com sorbitol e com 5% de parasitemia aproximadamente foi
tratada com 3 uM de POH durante 30 h e marcadas durante as ultimas 18 h, na presenca de
cada droga com [1- (n) -3H] sal triamonio geranilgeranil pirofosfato ([3H] GGPP) (16,5 Ci /
mmol, 3.125 Ci/ml; GE Healthcare, Sdo Paulo-SP, Brasil), [1- (n) -3H] sal triaménio farnesil
pirofosfato ([3H] FPP) (16,5 Ci / mmol, 3.125 Ci / ml; GE Healthcare, Sao Paulo- SP, Brasil).
Garrafas de cultura livres de droga foram usadas como controle do teste.

Apb6s 48 h de tratamento e 18 h de marcagdo, as formas maduras (esquizontes) foram
purificadas pela coluna magnética (aproximadamente >95% de formas maduras). Os parasitas
maduros, eluidos pela coluna, foram centrifugados a 1000 x g por 8 minutos, seguido pela lise
das células em duas vezes o seu volume de uma solugao de lise fria de 10 mM de Tris-HCI pH
7,2, NaCl 150 mM, 2% (vol / vol) Triton X-100, 0.2 mM fenilmetilsulfonil de fluoreto, 5
mM iodoacetamida, | mM N-(p-tosilisina) clorometil cetona, e leupeptina (1pug/ml), Solucao
em dimetilsulféoxido (DMSO). Apos incubacdo durante 15 min a 4 °C, os lisados foram
centrifugados a 10.000 x g durante 30 minutos e os sobrenadantes foram armazenadas em N2
liquido para subsequente andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

O SDS-PAGE foi realizado em géis de 15% seguindo a metodologia descrita (72). A
mesma concentracdo de parasitas tratados com POH e nao tratados como se mencionou
acima, foi solubilizada e aplicada para cada pogo. Todos os géis foram tratados com Amplify
(AmershamTM, Buckinghamshire -UK), secados e expostos a filmes de RX, Kodak X- Omat
(Amersham ™, Buckinghamshire —UK) com intensificadores a- 70 °C, aproximadamente por

60 dias.

4.6 Animais experimentais

Camundongos BALB/c e C57BL6 machos, com 6 - 8 semanas de idade e com peso de
25 + 2 gramas, fornecidos pelo Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB-USP), foram mantidos em salas com temperatura e umidade

padrdo, com ciclo claro/escuro de 12 horas, em gaiolas de polietileno com maravalha de pinho
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autoclavada e alimentadas com rac¢do ¢ agua ad libitum. A manipula¢do dos animais foi
conduzida de acordo com as normas de cuidados de animais de laboratorio e o uso dos
animais estava de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal adotado pela
Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratorio (SBCAL) e foi aprovado pela

Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA), processo n° 140/2009.

4.7 Infeccéo

Para obter os inoculos experimentais, inicialmente a cepa P. berghei ANKAGFP
(PbGFP), letal em infecgdes em camundongos Balb/c e C57BL6, mantida em nitrogénio, foi
descongelada a 37 °C e inoculada via intraperitoneal (i.p.), em camundongos Balb/c.
Posteriormente, durante a fase logaritimica da parasitemia (7 dias apds inoculagdo), o sangue
O sangue dos camundongos aproximadamente 8 dias ap6s infecgdo, foi coletado por pungao
cardiaca, utilizando o citrato de s6dio como anticoagulante. Apos a coleta, o sangue foi lavado
2 vezes com PBS por 5 minutos a 4 °C, e o pellet foi ressuspendido em 1 ml de PBS. Uma
aliquota foi retirada para analise e contagem dos eritrocitos em Camara de Neubauer (Knittel-
Glaser). Por ultimo, cada camundongo Balb/c (n=20) foi infectado via intraperitoneal com
150000/200uL eritrocitos parasitados de PbGFP, um indculo de 1000000/200ul eritrocitos
parasitados de PbGFP para cada camundongo C57BL6 (n=20).

4.8 Parasitemia

2 pl do sangue foi coletado através de uma pequena incisdo na ponta da cauda do
camundongo, e foi depositado em 400 ul de tampao a 0,05% azida e 2 % de soro fetal bovino.
A parasitemia de todos os animais foi acompanhada em dias pré-definidos e determinada

usando o Facscalibur e o programa Cellquest pro versao 5.2.

4.9 Tratamento com POH em camundongos BALB/c infectados com PbGFP

Camundongos Balb/c infectados com PbGFP foram distribuidos aleatoriamente em
dos grupos experimentais (grupo tratado e grupo controle). Apods duas horas da infecgao, 10
camundongos foram tratados durante 15 dias (12/12h) com 150mg/kg/dia e 500mg/kg/dia de
POH ( via inalatéria com a ajuda de um nebulizador comercial da marca Sonicar, com taxa de

nebulizacdo de 1,0 ml/min. Cada animal foi mantido em uma “camara” de inalagdo durante 2
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minutos com uma solucdo de POH diluido em etanol 70% e 10 % de glicerol. O grupo
controle inalou durante 2 minutos apenas a solu¢do de etanol a 70% em glicerol 10%. A
influéncia do tratamento na evolugdo da parasitemia dos camundongos Balb/c durante a
infeccdo pelo P. berghei, foi avaliada através da porcentagem de parasitas presentes no
sangue dos animais tratados em relacdo ao grupo ndo tratado. Além disso, se avaliou a

sobrevida dos animais tratados com POH via inalatéria comparado com o grupo controle.

4.10 Tratamento com POH em camundongos C57BI6 infectados com PbGFP

O tratamento de camundongos C57BL6 infectados com PbGFP seguiu a mesma
metodologia descrita no item anterior, com a diferenga que foi usada a concentragdo de POH
(500/mg/dia) por 7 dias.

No curso do tratamento foi avaliado também as porcentagens de parasitemia sanguinea
dos dois grupos, como também, avaliou-se uma escala quantitativa rapida do comportamento
e coma murino (quantitative, rapid murine coma and behavior scale, RMCBS) com o
objetivo de determinar manifestagdes precoces e avangadas da malaria cerebral nos
camundongos C57BL6, além da medicao de outros parametros como, hipotermia, histologia

do cérebro e morte espontanea. Na seguinte figura se apresenta um esquema geral do

experimento.
Medigdo dos RMCBS
i
Dia0 | Diadapss Dia 4 Dias Dia 7 Dia8  Dial0 = Dial2 Dia15
| infeccdo I I | I
| ./;5) I % é % Fim do
a. é% ) % é - experimento
parasitemia

| parasitemia Pparasitemia
Infecgdio Finalizagdo \
/
Cortes histolégicos
do cérebro

Tratamento POH
500mg/kg/dia

Figura 10. Esquema representativo da malaria cerebral experimental (MCE) com camundongos
C57BL6 infectados com PbGFP. 20 animais foram infectados com 1 x 10° eritrécitos parasitados de
PbGFP ¢ foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos. Um grupo (n=10) foi tratado duas horas
apos a infecgao com 500mg/kg/dia por 7 dias via intranasal, o grupo controle recebeu apenas o veiculo
(n=10). A partir do dia 4 apds infeccdo foram retiradas amostras do sangue dos dois grupos para
analise de parasitemia, também, avaliou-se 0 RMBCS até o dia 12 ap6s infec¢do. No oitavo dia apos a
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infecgdo, 20 animais foram sacrificados para analise histologica do cérebro. Foram realizados trés
experimentos independentes.

4.10.1 Medicao dos RMCBS

A medicdo RMCBS foi feita segundo a metodologia descrita (73). Os RMCBS
consistem em 10 parametros (Tabela 1), e cada parametro tem sua pontuacdo que pode ser de
0 até 2, considerando zero quando o comportamento do animal estd anormal e doente, e 2
quando tem o comportamento normal e saudavel. A pontuacdo méxima pode chegar a 20 para
cada animal no final da avaliacdo dos 10 parametros. Esse protocolo foi avaliado a partir do
dia 4 apos infec¢do nos dois grupos experimentais até o dia 12 apds a infecgao.

O protocolo RMCBS baseia-se em parametros semelhantes aos componentes da
avaliagdo do SHIRPA (74), que ¢ um protocolo usado para avaliar alteragdes
comportamentais em camundongos com maldria cerebral. Porém, o RMCBS usa apenas
aqueles parametros que refletem em tempo real a fun¢do do sistema nervoso central (SNC), e
aqueles que poderiam ser avaliados em poucos minutos (3 minutos por animal). A avaliagdo
dos RMCBS ¢ usada para classificar objetivamente um camundongo como afetado, ou nio,
fornecendo um ponto de partida para ensaios de terapia. Este método de avaliagdo ¢ o que

simula mais de perto o modelo animal a doenga humana (73).

4.10.2 Sacrificio, perfusao e histologia do cérebro dos camundongos

No oitavo dia apds a infeccdo foram sacrificados 20 animais (n=10 por grupo).
Definiu-se esse dia para fazer o sacrificio dos dois grupos, uma vez que a maioria dos animais
apresentavam sintomas de CM neste dia.

Os animais foram submetidos a perfusdao seguida de microtomia. Os animais foram
anestesiados profundamente, por via subcutdnea com uma solug¢do anestésica formada por
acepromazina (1 mg/ml), xilazina (5 mg/ml) e cetamina (25 mg/ml) em veiculo aquoso. A
seguir, foram perfundidos inicialmente com NaCl 0,9% (100 ml em 1 minuto) e a seguir, com
300 ml por 10 minutos em um fluxo lento de fixador a 4% de paraformaldeido pH 9,5 a 4 °C .
O encéfalo, dos animais, foi retirado da calota craniana e pos-fixado na mesma solugdo
fixadora acrescida de 20% de sacarose (LabSynth, Diadema — BR) por um periodo de 4 horas
a 4 °C, em seguida, colocados em solu¢do de PBS (tampdo fosfato de sodio 10 mM e NaCl

140mM, pH, 7.4) com 20% de sacarose para crioprotecao até o momento da microtomia.
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Depois de completa a fixacdo, os encéfalos foram incluidos em blocos de parafina e
foram realizados cortes semiseriados de 5 pum cada um, para posterior coloragdo com
Hematoxilina e Eosina (H&E). A etapa anterior foi realizada em colaboragdo com a
especialista do laboratorio Joelcimar Martins da Silva do centro de facilidades de apoio
pesquisa (CEFAP-USP).

Apo6s a obtengao dos cortes histologicos, foram quantificados o numero de vasos totais
e com isso, porcentagem e numero de vasos com adesdo de leucocitos, como também, nivel
de adesdo e numero de hemorragias para os animais tratados com POH, ndo tratados e
animais nao infectados. A analise histoldgica foi realizada em colaboragdo com Laboratorio
de Pesquisa em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz-Rio de janeiro, sob orientacao do

Professor Dr. Leonardo Carvalho.

Tabela 1. Escala quantitativa rapida de comportamento e coma murino.

Parametro Contagem Descricdo
Coordenacéo
Marcha (0-2) Nenhum - ataxico- normal
Nao alongamento do corpo -
Equilibrio (0-2) alongamento patas dianteiras -
alongamento o corpo inteiro
Comportamento
exploratorio
(0-2) Nenhum- 2 a 3 cantos explorados em 90
Desempenho motor seg- 4 cantos explorados em 15 seg
Forca
Posi¢do do corpo (0-2) De lado- curvado- normal

Forca das patas (0-2) Sem forga- forga so patas dianteiras-

normal

Reflexo e autopreservacéo

Escape (0-2) Nenhum — unilateral- instantaneo e

bilateral
Reflexo (0-2) Nenhum — unilateral- instantaneo e

bilateral

Toque no pé (0-2)

Nenhum — unilateral- instantaneo e
Agressao (0-2) bilateral

Nenhum- tentativa de mordida — normal
Comportamento da higiene

Com faixas de pelo fora do lugar -
Limpeza (0-2) piloerecdo - Normal / com brilho

Adaptado de Carroll RW et al. (73)
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4.11 Analise estatistica

Dentre as varidveis estudadas, quando as mesmas apresentavam distribuicao normal usou-
se a analise de variancia (one-way analysis of variance),e quando nao, noés usamos o teste nao
parametrico de kruskal wallis, complementadas pelo pds-teste de comparacdo mutiplo de
tukey e dunn, respectivamente, para comparar as médias entre mais de dois tratamentos, € o
teste T-student ndo pareado para comparar as médias entre dois grupos. Também, foram
construidas curvas de sobrevida para os testes in vivo, pelo método de Kaplan-Meier ¢ as
diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste log rank. Por outro lado, foram feitas
analises de regressdo linear de Pearson para determinar as correlacdes entre diferentes
variaveis estudadas. As analises e os graficos foram feitos com ajuda do programa GraphPad

Prism® 5.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao da linearidade da fluorescéncia vs parasitemia

Para avaliar o crescimento de parasitas de P. falciparum, e substituir o método do
esfregago sanguineo, foi padronizado um ensaio de fluorescéncia incorporando Sybrgreen I
(70) aos parasitas em cultura in vitro de Plasmodium falciparum 3D7 (75). Na figura 11 estdo
apresentadas as diferentes porcentagens de parasitemia versus as unidades relativas de
fluorescéncia, observando uma correlacdo linear entre a fluorescéncia e a parasitemia,
(r=0,99). Estes dados corroboram os dados obtidos por varios autores, onde foi demonstrada
uma correlagdo linear direta entre estas duas variaveis ( 1=0,976).(70).

Os resultados anteriores mostram que o ensaio de fluorescéncia incorporando
Sybrgreen I ¢ um método rapido, objetivo e sensivel para quantificagdo de parasitas
cultivados “in vitro”. Também, foi demonstrada sua similaridade com outros métodos de
quantificagdo como, Giemnsa, incorporagdo de hipoxantina radioativa, lactato desidrogenasse
(PLDH), entre outros métodos (76)(77)(78). Ainda, parasitas em estagio de trofozoito jovem
apresentam uma incorporacdo menor de Sybrgreen I do que os estagios maduros ou
esquizontes. Isto pode ser explicado pelo fato de ter uma relagdo diretamente proporcional
entre a quantidade de DNA presente e a fluorescéncia emitida, j& que o Sybrgreen ¢ um
intercalante de DNA que prefere pares de bases de G-C, porém, consegue-se mostrar uma boa
incorporagao no parasita, apesar do parasita de Plasmodium falciparum ter uma seqiiéncia rica
em A-T (77). Além disso, foi demonstrada a correlacdo das unidades relativas de
fluorescéncia com diferentes porcentagens de parasitemia, tendo formas jovens e maduras,
(r=0,996; 0,998) respectivamente (78). Os dados de literatura foram confirmados pelos nossos
resultados uma vez que, as formas jovens apresentaram os valores de fluorescéncia mais

baixos, comparados com as formas maduras (76).
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Figura 11. Relacdo entre a parasitemia e fluorescéncia medida. Cultura sincronizada no estagio
jovem (anel) com diferentes porcentagens de parasitemia foi usada para a incorporagdo de Sybrgreen I,
como descrito no item 4.2. Os valores sao representados como a média + desvio padrdo para pogos em
triplicata apds da subtragdo da fluorescéncia de eritrocitos ndo parasitados. Este experimento ¢
representativo de trés ensaios diferentes.

5.2 Inibicdo de crescimento de parasitas de P. falciparum (3D7 e K1) pelo &lcool
perilico (POH)

Depois de comprovar a linearidade do teste de fluorescéncia, realizou-se um microteste
para determinar a concentragdo inibitdria do alcool perilico que inibe 50% do crescimento do
parasita de Plasmodium falciparum usando a cepa 3D7 e K1.

Foi determinada uma relagdo dose resposta entre o crescimento do parasita in Vvitro e as
concentragdes usadas de POH (figura 12). Encontramos uma concentragdo inibitéria 50% do
alcool perilico para a cultura in vitro de parasitas de P. falciparum clone 3D7, o qual ¢
sensivel a cloroquina de 4.873 £ 0.520 uM. Também, testamos a droga na cepa K1 que ¢
resistente a cloroquina e o valor de ICsg foi de 10,41+£2,33 uM. Esses dados ndo tiveram uma
diferenca estatisticamente significativa entre si, revelando que o POH tem um efeito inibitdrio
sobre duas cepas com sensibilidade diferente a cloroquina. Esses dados sdo promissores uma
vez que, se pretende achar novos alvos potenciais de drogas, principalmente contra cepas de
Plasmodium resistentes a drogas ja utilizadas. No entanto, esses dados contrastam com os
dados obtidos por Olagnier D. et al, que encontrou uma ICsy para POH de 184 uM para a

FCM29, que ¢ outra cepa resistente a cloroquina. (79).
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Figura 12. Curva de dose-resposta ao teste de POH determinado pelo ensaio de fluorescéncia.
Cultura sincronizada de P. falciparum no estagio jovem (anel) foi usada para determinar a ICs, do
POH, como descrito no item 4.3. Os valores foram normalizados através da utilizagdo dos platds da
parte superior ¢ inferior da curva de melhor ajuste, como 100 e 0% de resposta, respectivamente, ¢
estdo representados como a média £ desvio padrdo dos pogos em triplicata. Este experimento ¢é
representativo de trés ensaios diferentes.

Também, foi observada uma relacdo entre as porcentagens de crescimento e as
concentragdes do POH. As cepas 3D7 e a cepa Kl apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa entre o controle (parasitas ndo tratados com a droga) e os
parasitas tratados com POH. Como se observa na figura 13,encontrou-se uma diferenca
significativa a partir da concentra¢do de 3 pM de POH, tendo uma significAncia maior com as
concentragdes mais altas de droga, observando também auséncia de parasitas nos po¢os com a
maior concentragdo de droga (1000 pM).

Além disso, ¢ importante destacar que trabalhos anteriores no nosso laboratorio
mostraram que o limoneno tem uma concentragdo inibitéria 50% de 1.22 + 0.13 mM (41)
contra outro isolado de P. falciparum. Em consequéncia, nossos dados sugerem uma maior
atividade do POH contra o desenvolvimento intraeritrocitico de P. falciparum comparado
com o limoneno. Os nossos dados corroboram os dados de literatura, onde mostram que os
metabolitos do limoneno (POH) apresentam 5 a 10 vezes mais atividade do que o limoneno
(53). No entanto, foi feito um microteste rapido usando 4cido perilico que ¢ o metabolito mais
abundante do POH em plasma de humanos, e encontramos uma ICsy de 115 uM (91,75 a
145,3 uM). Este resultado nos confirma que o alcool perilico é o metabolito com maior

atividade contra o desenvolvimento de P. falciparum.
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Figura 13. Porcentagens de crescimento de Plasmodium falciparum. (A) cepa 3D7 e (B) cepa K1,
tratados e ndo tratados com POH (1-1000 uM).Diferengas estatisticamente significativas foram
avaliadas através da analise de varidncia (ANOVA) incluindo post-teste multiplo de tukey, usando
0=5%. Os valores sdo representados como a média + erro padrao das médias de trés experimentos
diferentes. *Significativamente diferente do controle negativo (P<0,05) ** (P <0,01)*** (P<0,0001).

Por outro lado, varios estudos demostraram que os terpenos apresentam um grande
efeito antiprotozoario. O limoneno e o nerolidol foram capazes de inibir o crescimento in
vitro de Leishmania amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi e L. amazonensis. (80)(81).
Como também, outros autores demostraram que o nerolidol inibe o crescimento in vitro de
Babesia microti (82). Além disso, foi demonstrada a atividade antimalarica de oOleos

essenciais que contém nerolidol e dlcodl perilico (83) (84).

5.3 Determinacao da toxicidade do POH em células MCF7 e Vero

Com o objetivo de saber a especificidade do POH para atingir o parasita e ndo as células
do hospedeiro fizemos um teste de toxicidade usando diferentes linhagens celulares, tais
como, MCF7, que so células isoladas de adenocarcinoma mamario humano, e células de rim
de macaco verde africano (Vero).

Através do teste do MTT foram determinadas as porcentagens de toxicidade do POH
através de uma curva dose resposta, para cada uma das linhagens celulares usadas (figura 13)
e encontramos os valores da ICso do POH para cada uma delas (Tabela 2). Para a linhagem
celular (VERO) foi determinado um valor da concentracdo inibitoria 50% de 145,3 + 20,41

uM e para a linhagem celular tumoral (MCF7) foi de 4.667 + 0.736 uM.
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Figura 14. Curva de dose-resposta ao teste de POH determinado pelo ensaio do MTT. Células
MCF7 e Vero foram mantidas em cultura e apds a confluéncia de 80% foram retiradas para realizar o
microteste e avaliagdo por MTT, como descrito no item 4.4 ¢ 4.4.1. respectivamente. Os dados estdo
representados como a média + desvio padrio dos pocos em triplicata. Este experimento ¢
representativo de 3 ensaios independentes.

O POH ¢ uma molécula que exibe atividade citotoxica para as células tumorais, mas
ndo (50) para as células normais, induzindo a ativag¢do do fator transformador de crescimento
ou inibi¢do da sinalizacdo da proteina Ras p21, levando a apoptose (60). Isto explica a I1Csg
muito maior para as células normais do que para as células tumorais, sugerindo que POH ¢
mais especifico para linhagens de células tumorais. Além disso, o indice de seletividade
demonstra que a droga ¢ especifica para o parasita e ndo ¢ toxica para a célula hospedeira.
Neste caso, comprovamos que o POH nido ¢ toxico para células normais isoladas do rim de
macaco, tendo um indice de seletividade de 30,27 comparado com a elevada toxicidade para

as c¢lulas de adenocarcinoma mamario, onde o indice foi de 0,97. (Tabela 2).

Tabela 2. 1Cs e indice de seletividade (I1S) do alcool perilico (POH) em cultura de células Vero e
MCF7. Os dados da ICsy sdo representados como a média + erro padrio das médias de trés
experimentos diferentes.

Teste de droga (UM) Média ICsy £SEM Média IC5y £SEM
Método do MTT MCF7 Vero
Alcool perilico (POH) 4.667 = 0.736 uM 145,3 + 20,41 yM

indice de seletividade (1S) 0,97 30,27
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5.4 Avaliacdo do efeito do POH na isoprenilagdo de proteinas em Plasmodium
falciparum, através da marcagdo metabolica com precursores radioativos (FPP —
GGPP)

Para verificar se o POH inibe a isoprenilagdo de proteinas em P. falciparum, noés
marcamos parasitas com precursores isoprenicos radioativos que participam do processo da
isoprenilacdo. O tratamento de parasitas com POH durante a marcagdo com [*H]FPP mostrou
diferengas na incorporacdo desse precursor nas proteinas no estagio maduro (esquizonte),
comparado com os parasitas ndo tratados com a droga, uma vez que incorporaram
normalmente o precursor. Observa-se que a incorpora¢do do FPP nas proteinas de ~40 KDa
foi semelhante tanto nos parasitas tratados quanto nos ndo tratados. No entanto, nas proteinas
de~ 37 KDa encontrou-se uma inibi¢ao total na incorporacdo do precursor nos parasitas
tratados com POH comparado com os parasitas ndo tratados, uma vez que estes ultimos
apresentaram incorporacdo do FPP, nestas proteinas. Ainda, a intensidade da banda de~ 31
KDa diminuiu com o tratamento de POH, também, houve inibi¢do total na incorporacdo do
FPP para as proteinas ~ 21 KDa devido ao tratamento pelo POH (figura 15A,linha 1 e 2).

Por outro lado, a marcagdo com o precursor GGPP mostrou uma menor intensidade de
incorporacdo deste nas proteinas, comparado com a incorporagdo de FPP. Sabe-se que a
natureza do residuo X (CaaX) determina se a proteina serd farnesilada ou geranilgeranilada.
Residuos de serina, metionina, alanina ou glutamina, serdo farnesilados, enquanto que
residuos de leucina ou isoleucina serdo geranilgeranilados (85). Estes dados sugerem que
existem mais residuos especificos para FTPases do que para GTPases em Plasmodium
falciparum. No entanto, ha algumas excegdes de proteinas que podem alternativamente sofrer
qualquer tipo de modificacdo. Essa prenilagdo alternativa pode ocorrer sob condigdes de

disponibilidade limitada de precursores ou pela presenga de inibidores de FTPases (86).
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Figura 15. Tratamento de P. falciparum em cultura in vitro com 3 pM POH e marcacéo
metabélica com [*H] FPP e [*H] GGPP. Parasitas foram tratados durante 48 horas na presenca (+) e
auséncia (-) de 3 pM de POH e marcados durante 18 horas com 16,5 Ci / mmol de [’H] (A) FPP e
[*H] GGPP (B) . Formas maduras (esquizontes) foram lisadas e analisadas por SDS-PAGE (15% de
acrilamida) e autorradiografia. A Massa molecular ¢ indicada a esquerda.

Na marca¢ao com GGPP hd incorporagdo nas proteinas de~31 KDa onde a intensidade
das bandas n3o mostra diferenca entre a incorporacao dos parasitas tratados com POH e nao
tratados, também, observa-se uma pequena incorporacao das proteinas de ~ 21 KDa. (Figura
15B, linha 3 e 4). Nossos dados tem correspondéncia com outros estudos feitos no nosso
laboratoério, que demostraram que parasitas marcados com FPP e tratados com limoneno,
diminuiram a incorporagdo deste precursor as proteinas. Desta maneira, ¢ importante ressaltar
que o POH ¢ o metabolito hidroxilado do limoneno e, por esta razdo, observamos uma
semelhan¢a do mecanismo de agao desses dois terpenos.

Esses resultados também mostraram que houve redu¢@o na incorporagdo das proteinas
de ~ 50, 40 e 20 KDa nos estagios jovem, trofozoito e esquizonte do parasita, porém, o efeito
mais proeminente foi encontrado para as proteinas de ~ 20 KDa em extratos de esquizontes e
formas jovens. A marcacdo com GGPP nao mostrou tais diferengas entre os padrdes de
marcagdo dos parasitas tratados com limoneno e os ndo tratados (42). Também, foi
demonstrado que parasitas no estagio jovem e maduro tratados com outros tipos de terpenos,
tais como, farnesol, linalool e nerolidol tiveram uma redu¢@o na incorporacao de GGPP ¢ FPP
nas proteinas de ~ 40, 50 e 20 KDa (41). Além disso, sabe-se que os substratos tipicos que

sao farnesilados por FTase podem incluir muitos membros da superfamilia Ras GTPases ((H-
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Ras, K-Ras, N-Ras, Ras2, Rap2, RhoB, RhoE, Rheb, TC10, TC21) (87). Por esta razao,
Goulart et al (2004) e Moura et al, (2001), comprovaram através da imunoprecipitagao que o
limoneno inibiu especificamente p2lras e p2lrap de P. falciparum em estagios jovens e
maduros. Levando em consideracdo os trabalhos discutidos, nds sugerimos que o POH
também inibiu a incorporacgdo das proteinas p21Ras—Rap , uma vez que observamos auséncia
de bandas em ~21 KDa em parasitas marcados com FPP e tratados com POH. Entretanto,
para comprovarmos este fato, seria necessario fazer uma inmunoprecipitagdo com anticorpos
monoclonais anti pRas21 (figura 15A,linha 1 e 2).

Varios autores mostraram que a PFT e PGGT-I sdo expressas em diferentes estagios
do ciclo de vida de P. falciparum. A atividade PFT foi menor em estagios de anel e trofozoito
comparado com o estadio esquizonte onde a atividade foi maior. A atividade PGGT-I foi
maior em estagios de anel com atividades menores em estadgios de trofozoitos e esquizonte
(50). Nossos resultados comprovam esses dados, uma vez que nos usamos extratos de
parasitas marcados e purificados em estadio maduro (esquizonte) e encontramos uma maior
incorporacdo do FPP comparado com GGPP, sugerindo desta maneira que essa diferenca de
incorporacdo dos precursores isoprénicos as proteinas ¢ pelo fato da atividade das enzimas
responsaveis pela transferéncia dos mesmos serem dependentes do estigio de

desenvolvimento do parasita.

5.5 Determinacéo da Dose letal 50 (DLsp) em camundongos BALB/c infectados com P.
berghei ANKA GFP (PbGFP)

O P. berghei é uma das espécies de Plasmodium a qual é especifica para ocasionar
malédria murina e ¢ letal em diferentes linhagens de camundongos (88). No entanto, para
desenvolver nosso trabalho noés usamos um Plasmodium recombinante, chamado P. berghei
ANKA GFP (Green fluorescent protein) que permite realizar uma analise mais rapida,
simples e eficaz para avaliagdo da parasitemia através de citometria de fluxo. Desta maneira,
podemos excluir erros de contagem por meio de esfregago sanguineo, que seria um viés no
experimento, além de permitir analisar um grande niimero de amostras, em um tempo menor.
Todas as formas, do ciclo de vida de PbGFP exceto gametas masculinas, podem ser
facilmente visualizados através da microscopia fluorescente, ¢ ¢ importante destacar que
PbGFP mostra caracteristicas de crescimento semelhantes ao tipo selvagem de P. berghei ao
longo de todo o ciclo de vida e, por conseguinte, ¢ utilizado como uma linha de referéncia

para investiga¢des de intera¢des de células de parasita- hospedeiro (89).
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Levando em consideracao os dados anteriores, nosso primeiro objetivo foi achar a dose
letal do PbGFP que matasse 50% da populacio de camundongos Balb/c, usando
concentragdes diferentes de indculo (1000 eritrocitos parasitados até 150000 eritrocitos
parasitados) e avaliando a mortalidade de cada grupo (n=50) durante 18 dias. Nos
encontramos uma DLs, de 148.716 eritrocitos parasitados/ml = 0.25 (figural6A).

Também mostra-se a curva de sobrevida dos animais inoculados onde se observa uma
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (P=0,001) usando o teste de Log-rank,
tendo uma correspondéncia entre as concentragdes de indculo e as porcentagens de sobrevida.
Animais inoculados com um numero menor de parasitas sobreviveram até o dia 25, ao
contrario dos inoculados com a concentracdo maior de parasitas, que morreram, a maioria, 18

dias apos infeccao (figural6B).
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Figura 16. Curva de mortalidade de camundongos Balb/c infectados com diferentes densidades
de indculos de PbGFP apds 18 dias da infeccéo. (A) Porcentagem de sobrevida avaliada em 30 dias
ap6s infeccdo. (B) Camundongos Balb/c foram infectados via intraperitoneal com PbGFP, como
descrito no item 4.6. (n= 50). Diferengas de sobrevida entre os grupos foram avaliadas pelo teste do
Log-Rank. (o = 5%). Este experimento € representativo de 2 ensaios diferentes.

Nossos dados correspondem com o reportado por outros autores que sugeriram que
existe uma correlagdo entre a densidade de parasitas do inoculo e o tempo de sobrevivéncia
nos camundongos Swiss infectados com P. berghei K 173. (90). Embora tenhamos usado
outra linhagem de camundongo e outra cepa de Plasmodium berghei, nos obtivemos da

mesma maneira, uma relagdo entre o inoculo e o tempo de sobrevida dos camundongos.
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5.6 Avaliacdo da Influéncia do alcool perilico (POH) sobre a evolu¢do da malaria ndo
complicada nos camundongos BALB/c infectados com PbGFP

Apo6s determinada a ICsy (aprox. 150000 eritrocitos parasitados/ml) em camundongos
Balb/c em aproximadamente 18 dias, avaliamos a eficacia do tratamento com POH em
camundongos infectados com PbGFP. Nos tratamos, apds duas horas da infec¢do, um grupo
de camundongos com 150mg/kg/dia e 500mg/kg/dia via inalatéria durante 15 dias, com
intervalos de 12 h. A dosagem, via de administra¢do e tempo de tratamento foi baseado em
experimentos anteriores realizados no nosso laboratério com nerolidol (dados nao

publicados). O grupo controle recebeu por via inalatoria apenas o veiculo (n=20).
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Figura 17. Porcentagens de parasitemia e sobrevida dos animais tratados com POH e o veiculo.
(A) Porcentagens de parasitemia e o veiculo e (B) porcentagens de sobrevivéncia apos infecgdo
Camundongos Balb/c foram infectados via intraperitoneal com 150.000 EP/ml e tratados duas horas
apos infecgdo com 150 e 500 mg/kg/dia de POH via inalatoria durante 15 dias, como descrito no item
4.9. Os dados estdo apresentados como a média = desvio padrdo, (n=20). Diferengas entre as curvas de
parasitemia e sobrevida foram avaliadas através do teste T-student ndo pareado e teste de Log-Rank,
usando o= 5%. Respectivamente.

Nos dias 4, 6, 8 10 e 15 ap6s a infecg¢ao, observa-se um comportamento semelhante
entre as porcentagens de parasitemia dos grupos tratados com POH e o controle, ndo tendo
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Também, ndo se observou
diferengas entre a eficacia do tratamento com a dosagem de 150 mg/kg/dia comparado com o
500 mg/kg/dia para inibir o crescimento do PbGFP (Figura 17A).

Por outro lado, os animais dos grupos tratados com POH sobreviveram até o dia 25
apos a infeccdo, ao contrario do grupo controle onde sobreviveram até o dia 18 apds a

infeccdo. Entretanto, a diferenca de sobrevida entre os grupos, ndo foi estatisticamente
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significativa (figura 17B). Da mesma maneira, ndo houve uma relacdo entre a dosagem de
POH e o tempo de sobrevida dos animais, mostrando que nao houve eficicia no tratamento
contra a malaria murina ndo complicada.

Levando em consideragdo os dados anteriores, nds podemos sugerir que o POH nao
teve um efeito contra a malaria ndo complicada, talvez pelo fato da quantidade de POH que
chega ao sangue via inalatéria estar uma concentracdo que nao seja eficaz. Corroborando com
os nossos dados, dados de literatura mostram que um dos motivos para o insucesso na
eliminagdo do parasita em modelo experimental pode ser o fato de que apenas uma
quantidade insuficiente da droga ou de seu metabolito ativo alcancar o nivel plasmatico um
evento denominado falha terapéutica.

Fatores externos, como a imunidade, as variacdes na absorcdo da droga e no
metabolismo do animal também contribuem para essa falha (91). O POH ¢ rapidamente
metabolizado a acido perilico (PA) e acido dihidroperilico (DHPA) em animais, (53) o que
nos faz pensar que esses metabolitos ndo sdo ativos contra o P. berghei, uma vez que
comprovamos que o acido perilico ndo ¢ ativo contra parasitas de P. falciparum in vitro.

Por fim, vale a pena ressaltar que nds ndo fizemos avaliagdo do POH usando outras
vias de tratamento uma vez que ele causa toxicidade através da via oral, ocasionando nauseas,
vomitos e toxicidade gastrointestinal intolerdvel em pacientes (92), por esta razdo nosso

estudo restringiu somente na estratégia intranasal.

5.7 Avaliacdo do efeito do POH por via intranasal sobre a taxa de incidéncia da
malaria cerebral experimental (MCE) em camundongos C57BL/6 infectados com
PbGFP

Depois da avaliagdao do efeito do POH sobre a maléaria ndao complicada, nés comecamos a
avaliar a eficadcia do POH sobre a taxa de incidéncia na malaria cerebral. O modelo envolve a
infeccdo por P. berghei ANKA em linhagens de camundongos C57BL/6. Neste modelo, os
sintomas clinicos ocorrem a niveis relativamente baixos de parasitemia sanguinea (<20%), €
ndo sdo direcionados por anemia hemolitica, mas sim, por rea¢des inflamatorias patologicas
do hospedeiro. De fato, as células endoteliais do cérebro ativadas por hemacias aprisionadas
produzem citocinas e fatores quimiotaticos que recrutam neutrédfilos e linfocitos T ativados. A
libertagdo de moléculas citotdxicas por leucocitos inflamatorios conduz a perda de integridade
da barreira hematocefalica, micro trombose, hipoxia do parénquima cerebral, o que leva os

sintomas neuroldgicos, incluindo convulsdes e coma, e finalmente a morte. (93)
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Apo6s 4 dias da infeccdo até o dia 12 , ndés fizemos uma avaliagdo fisica para
determinar o dia em que o animal comega a apresentar sintomas de CM, como descrito
anteriormente no item 4.10.1. A medi¢do da escala quantitativa rapida de comportamento e
coma murino (RMCBS) mostra que a patologia da CM comegou a se desenvolver a partir do
dia 6 apos a infeccdo nos dois grupos, lembrando que a contagem mdxima de vinte (20)
significa o animal sadio e sem sintomas de CM comparado com a contagem minima de zero
(0) onde o animal mostra patrdes de coma ou morte.

Nos dias 6 e 8 apos a infeccdo, no grupo controle, observou-se que mais de 50% dos
animais apresentaram sintomas tipicos de altera¢des cerebrais, tais como, ataxia, convulsdes,
paralisia e hipotermia (< 30°C ) o que reflete nas pontuagdes de RMCBS menores de 10,
mostrando também, morte subita de alguns animais a partir do dia 6. Entretanto, o grupo
tratado com POH teve uma incidéncia menor de CM, pela medicdo dos RMCBS. Somente 10
% dos animais apresentaram sintomas de ataxia e hipotermia (< 30 °C), tendo pontuagdes
maiores de 15. Os dois grupos, tratados e ndo tratados, apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa pela avaliagdo dos RMBCS, nos dias 6 e 8 apos a infec¢do (P=

0,02). (Figura 18).
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Figura 18. Curvas de RMCBS do grupo POH e controle apés 4 dias da infecdo. Estes dados
representam a trajetoria da doenga no modelo murino de malaria cerebral (MCM). As linhas
representam as médias dos dois grupos e os simbolos representam os individuos de cada grupo (n=20).
As curvas médias de RMCBS foram significativas entre si (P <0,05) e houve diferenca dos RMCBS
no dia 6 e 8 de infecg¢@o entre ambos os grupos (P=0,02).
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Por outro lado, foi observado que as porcentagens de parasitemia de ambos os grupos
mostrou um comportamento semelhante nos dias 4, 6, 8 ¢ 10 apods a infecgdo. Os animais
alcancaram parasitemias maximas de aproximadamente 10% no dia 10 apos infec¢do e nao
houve diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos (figura 19). O anterior ¢
um comportamento padrdo neste modelo de malaria cerebral murina, uma vez que os animais
nao alcangam niveis de hiperparasitemia, morrendo com parasitemias baixas (94). Os dados
apresentados anteriormente corroboram os nossos dados obtidos em experimentos prévios,
onde vemos a ausencia de eficicia do tratamento com POH na parasitemia dos camundongos
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Figura 19. Porcentagem de parasitemia do grupo tratado com POH e o veiculo nos dias 4, 6, 8 e
10 ap6s infeccdo. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10° eritrocitos parasitados por
PbGFP e tratados por via intranasal com 500mg/kg/dia do POH como descrito no item 4.10. O grupo
controle recebeu apenas o veiculo, (n=20). Diferencas significativas foram avaliadas através do analise
de variancia (ANOVA) incluindo post-teste multiplo de tukey, usando o= 5%. Os dados estdo
representados pela media + desvio padréo.

A partir do dia zero (0) até o dia 15 ap6ds a infecg@o, observou-se o desfecho da doenca
através da mortalidade dos animais. O grupo tratado com POH apresentou uma sobrevida do
70% comparado com o grupo controle, onde a sobrevida foi de apenas de 30%. (Figura 20), e

a diferenca foi estatisticamente significativa (P=0,02).
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Figura 20. Sobrevida dos animais tratados com POH e o veiculo. Camundongos C57BL/6 foram
infectados com 10° eritrocitos parasitados por PbGFP e tratados via intranasal com 500mg/kg/dia do
POH como descrito no item 4.10. O grupo controle recebeu apenas o veiculo, (n=20). Diferencas
estatisticas foram avaliadas através do teste Log-Rank, usando a= 5%.

Em vista dos resultados da eficacia obtida na primeira fase do estudo, tal como, a
manifestagdo dos sinais clinicos classicos de ECM e desfecho da doenga nos animais tratados
com POH comparados com os ndo tratados, nds decidimos avaliar as caracteristicas
histologicas do cérebro dos animais tratados e nao tratados. Sabe-se que a MCE esta associada
com aderéncia e acumulagdo de leucocitos nos vasos cerebrais e microhemorragias (95).
Levando em consideracao estes dados, nos encontramos uma diminui¢cdo estatisticamente
significativa entre a propor¢do de vasos com adesdo de leucdcitos dos animais tratados
comparadas com os nao tratados (fig 21A) (P=0.001). Interessantemente, a diferenga entre
vasos com adesdo dos animais ndo infectados e os animais tratados com POH ndo foi
estatisticamente significativa.

Além dos animais do grupo tratado com POH terem apresentado uma propor¢ao muito
menor de vasos com leucocitos, a intensidade de adesdo dos leucocitos em tais vasos (ou seja,
a quantidade de leucocitos por vaso) também foi menor em relacdo aos animais do grupo
tratado com veiculo (p< 0.05) (fig 21B). Por fim, o nimero de hemorragias também diminuiu
significativamente com o tratamento com o POH (P< 0.0001) (fig 21C).

Imagens representativas da acumulagdo de leucdcitos nos vasos cerebrais e

hemorragias, em diferentes grupos sdo mostradas na figura 22.
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Os resultados anteriores demonstram que o POH ¢ um monoterpeno efetivo para
prevenir o desenvolvimento da MCE, como foi demonstrado pelo tratamento que diminui a
inflamacao cerebral em camundongos com CME. Sua eficacia pode estar relacionada com
um efeito local que o POH exerce no cérebro dos camundongos tratados, uma vez que o
tratamento intranasal permite que substancias tenham acesso direto ao cérebro,
subsequentemente, essa via permite a liberagdo mais rapida e eficiente de drogas
antimalaricas na maldria cerebral. Porém, muitas moléculas também podem passar para
circulagdo sistémica ja que a cavidade nasal ¢ altamente vascularizada (96).

Por outro lado, sabe-se que o artesunato, que ¢ um derivado semissintético da

artemisinina, ¢ atualmente a terapia da primeira escolha para tratar CM, uma vez que sua
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eficacia sobre o quinino foi demonstrada em grandes estudos(97)(98). O tratamento de CM,
que geralmente € por inje¢dao intravenosa, requer interna¢ao hospitalar, isso representa um
problema adicional, uma vez que os hospitais ndo sdo facilmente acessiveis em todas as areas
afetadas. (99). Baseados nestes fatos, alguns autores testaram o artesunato e a
dihidroartemisinina usando a via intranasal na MCE. Os resultados mostraram que a
administracdo intranasal dos derivados da artemisinina foram altamente eficazes no
tratamento da MCE pela infeccdo por Plasmodium berghei em camundongos infectados
(100)(96). Levando em consideragdo nossos resultados obtidos e os fatos anteriores podemos
afirmar que a via intranasal é uma via promissora para tratar quadros severos de malaria, neste
caso, a CME. No entanto, ¢ importante destacar que o POH nao teve nenhum efeito contra
parasitemia, ao contrario dos animais tratados com os derivados de artemisinina, os quais
mostraram uma reducdo significativa do crescimento do parasita. Nossos dados sugerem que a
eficacia do POH no tratamento da MCE pode ser devida a um efeito imunomodulador
sist€émico ou local, dado que uma resposta imune adequada ¢ importante no controle da
infecgdo por Plasmodium, em outras palavras, uma resposta pro-inflamatoria minima ¢é
benéfica para controlar a parasitemia, porém, uma resposta do hospedeiro exacerbada,
invariavelmente, conduz a dano de tecidos. Em particular , varias citocinas, entre elas, o fator
de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1 (IL-1) estdo envolvidas na patogénese de MC
humana (2). No caso da MCE tem sido diretamente correlacionada, também, com a forte
resposta imune pro-inflamatoria e alguns mediadores inflamatorios (5). Além disso,
resultados anteriores no nosso estudo demonstraram que o POH inibe a proliferacao de células
de adenocarcinoma mamario (MCF7), ou seja, células que se dividem e se multiplicam
intensamente. Assim, ¢ possivel também que o POH possa estar inibindo a intensa
multiplicagdo de células do sistema imune que ¢ observada na malaria, por exemplo, como foi
demonstrado por varios autores, nesse mesmo modelo experimental, acharam esplenomegalia
com intensa proliferacdo de linfécitos T e B. Essa intensa ativagdo e proliferacdao celular,
principalmente de células do compartimento B, na malaria ja foi inclusive comparada a uma
proliferacdo tumoral, dada a sua intensidade. Essa intensa ativag¢do, por sua vez, pode ser
responsavel pelo intenso processo inflamatério na MCE (101).

Por outro lado, outros trabalhos tem sido focados no resgate de camundongos com
MCE em etapa tardia, usando artemeter e artesunato como tratamento. Os resultados
mostraram que os derivados da artemisinina foram igualmente eficazes no resgate da ECM
(46 e 43% de sobrevivéncia, respectivamente), ¢ na redugdo da parasitemia nas primeiras 24

horas de tratamento com artemeter, enquanto que o quinino teve uma baixa eficacia (12.5%
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de sobrevivéncia) (102). Desta maneira, ¢ importante destacar que uma terapia alternativa
diferente o quinino, como terapia curativa em estagios avancados da CM ¢ importante, e
levando em considerag¢do nossos resultados, onde mostramos a eficacia do POH como terapia
preventiva da MCE seria de grande importancia investigar o possivel potencial do POH como
terapia curativa da MCE em estagios avangados da doenca, assim como também, seu possivel
efeito adjuvante com derivados da artemisinina, tais como, artemeter ou artesunato.

Portanto, os resultados obtidos nesta pesquisa abrem novas alternativas no estudo do
mecanismo de acdo do POH como um terpeno com grande potencial para tratar MC, desta
maneira o descobrimento de novas drogas para serem usadas no tratamento da MC e novas
vias de administragdo, sdo de vital importancia para futuros tratamentos menos invasivos e

mais eficazes contra quadros severos da maldria.
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Figura 22. Inibi¢do da inflamacdo no cérebro dos camundongos com MCE infectados com
PbGFP 8 dias ap6s o tratamento com 500mg/kg/dia de POH. (A e D) vasos piais (A) e
parenquimatosos (D) do camundongo controle ndo infectado, mostrando ndo acumulag@o ou adesdo de
leucocitos (inserto superior), ¢ com auséncia de hemorragias; (B e E) vasos piais (B) e
parenquimatosos (E) do camundongo infectado ndo tratado, mostrando grande adesdo leucocitaria (
inserto superior) e uma extensiva hemorragia subaracnoidea (seta branca); ( C e F) vasos piais (C) e
parenquimatosos (F) do camundongo infectado e tratado com POH, mostrando, vasos preservados,
sem presenca de microhemorragias e pouca adesdo de leucdcitos (inserto superior). A magnitude da
acumulagdo de leucocitos e/ou aderéncia, e microhemorragias foi estatisticamente diferente entre os
camundongos ndo tratados e tratados com POH. Todos os cortes foram corados com H & E.
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6 CONCLUSOES

. Através da padronizagdo do ensaio de fluorescéncia usando Sybrgreen I para nossas
condigdes de laboratorio mostramos que ¢ um método rapido, objetivo e sensivel para

quantifica¢do de parasitas cultivados “in vitro”.

. O POH inibiu a crescimento in vitro de Plasmodium falciparum, com uma

concentragdo inibitoria de 4.8 uM (ICso).

= Demonstramos que o POH nao teve efeito toxico para linhagem celular Vero, o qual
mostra uma grande especificidade do POH contra o P. falciparum, tendo um indice de

seletividade de 30, 97.

. Comprovamos que o POH inibe a farnesilacdo de proteinas entre 20 e 37 KDa de P.
falciparum, sugerindo um efeito inibitorio da FTase como possivel mecanismo de agdo in

vitro.

. A utilizagdo da cepa P. berghei ANKAGFP nos permitiu avaliar de forma eficaz,
simples e rapida por citometria do fluxo, o crescimento do P. berghei em camundongos

infectados, gerando uma ferramenta 1til estabelecida no nosso laboratorio.

. O POH via intranasal nao teve efeito contra o crescimento do P. berghei em

camundongos infectados.

. O POH via intranasal teve um efeito preventivo na MCE, uma vez que a taxa de
incidéncia de malaria cerebral nos camundongos tratados foi significativamente menor

comparada com os animais nao tratados.
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