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RESUMO



A talidomida é uma droga imunomoduladora que tem sido utilizada
experimentalmente em muitas condigdes clinicas, porém seu uso na malaria ainda
€ insipiente. A malaria € uma doengca com alta morbi-mortalidade presente em
todas as regides tropicais do mundo. As manifestacbes severas da doencga,
possivelmente, estdo ligadas a excessiva resposta imunitaria, principalmente a
producdo de fator de necrose tumoral e radicais de oxigénio e nitrogénio. A
talidomida diminui a produgédo de FNT por aumentar a degradagao do seu ARNm
e diminuir a ativagdo do NFkB. O presente trabalho avaliou a influéncia da
talidomida sobre a evolugdo da malaria e sobre as fungbes dos macréfagos em
camundongos susceptiveis ou ndao a malaria cerebral. Camundongos Balb/C e
CBA foram infectados com 10° eritrécitos parasitados por Plasmodium berghei
ANKA, tratados a partir do terceiro dia de infeccdo com 150 mg/Kg de talidomida
diluida em solugdo a 0,8M de sacarose, por via oral, uma vez ao dia, em um
volume de 100 pL. Outros dois grupos nao foram infectados, mas foram tratados
da mesma forma. No oitavo dia de infeccdo, o sangue foi obtido para a
determinacao do FNT e os macrofagos foram recuperados da cavidade abdominal
para avaliagdo, in vitro, da capacidade fagocitaria, producdo de perdxido de
hidrogénio, dxido nitrico e FNT. A capacidade fagocitaria foi avaliada pelo teste de
fagocitose, com ou sem opsoninas, em placa sendo determinado o indice
fagocitario. A producédo de peréxido de hidrogénio foi determinada pelo teste de
oxidagdao do vermelho de fenol na presenca de peroxidase. O oOxido nitrico foi
determinado pela reacdo de Griess. O FNT foi quantificado no soro e no

sobrenadante das culturas dos macréfagos pelo teste imunoenzimatico. A
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influéncia da talidomida, mas também da sacarose e da associacao da talidomida
com sacarose foi avaliada na evolugao da malaria por meio da curva de sobrevida,
da parasitemia, anemia e peso dos camundongos Balb/C. Nos camundongos
Balb/C, o tratamento com talidomida ndo modificou a sobrevida, diminuiu a perda
de peso, retardou a elevagao da parasitemia em nove dias, porém agravou a
anemia a partir do vigésimo primeiro dia de infecgédo. O tratamento com solucéo a
0,8M de sacarose antecipou em um dia o inicio da morte e diminuiu em nove dias
o tempo de vida, aumentou a perda de peso no inicio da infecgdo e
posteriormente, a partir do décimo quarto dia, reduziu a perda de peso, agravou a
parasitemia e a anemia. Porém, a associacido da talidomida com a sacarose nao
modificou a curva de sobrevida e retardou a evolucdo da parasitemia a partir do
vigésimo primeiro dia de infecgéo, por outro lado, agravou a evolugado da anemia e
aumentou a perda de peso a partir do vigésimo primeiro dia de infecgdo. Nos
camundongos CBA, a associacédo da talidomida com sacarose ndo modificou a
curva de sobrevida dos animais, a perda de peso, a parasitemia e a anemia. Em
relacdo a fungdo dos macrofagos, o tratamento dos camundongos Balb/C e CBA
com talidomida diluida em solucdo 0,8M de sacarose n&o alterou a capacidade
fagocitaria e a produgéo de peroxido de hidrogénio, modulou negativamente a
producdo de Oxido nitrico e diminuiu a producdo de FNT tanto na cultura de
macrofagos quanto no soro. Nossos dados sugerem que a talidomida, nos
camundongos Balb/C, modulou a hiperativacdo do sistema imunitario de forma
benéfica, uma vez que os aspectos gerais da evolugdo da malaria ndo foram
alterados, ao contrario, houve diminuicao da perda de peso e retardo na evolugao

da parasitemia, porém, a administracdo isolada de sacarose deve ser avaliada
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pelos seus possiveis efeitos deletérios durante a infeccdo. Os dois modelos
estudados ndo respondem da mesma forma a infeccdo provavelmente
determinados por fatores genéticos. Sugerem, portanto, que a utilizagcdo da
talidomida como terapia adjuvante aos anti-plasmodiais, antes das manifestagbes
clinicas de gravidade, deve ser avaliada em seres humanos, exceto mulheres,

com o objetivo de diminuir a grande morbidade e mortalidade da malaria.
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ABSTRACT



Thalidomide is an immunomodulatory drug that has been successfully
evaluated in several clinical conditions, however it needs better evaluation in
severe malaria. Malaria has high morbimortality in vast areas of the world. The
excessive activation of the immune system, with increased production of tumor
necrosis factor, oxygen and nitrogen reactive species, plays an important role in
the pathogenesis of the disease. Thalidomide inhibits the production of TNF
increasing the rate of mMRNA degradation and depressing NFkB pathway. This
work aimed to evaluate the influence of thalidomide on malaria outcome and on
macrophage functions of susceptible (CBA) and not susceptible (Balb/C) mice to
cerebral malaria. Balb/C and CBA mice were injected with 10° Plasmodium berghei
ANKA infected-erythrocytes, and after three days mice were treated per os with
150 mg/Kg/day of thalidomide in 100 uL of 0,8M sucrose solution. The same
treatment was administered to two other not infected groups. Another group was
treated with only 0,8M sucrose solution. On the eightieth day after infection, blood
was collected and macrophages were obtained from peritoneal cavity to assess, in
vitro, immunological functions. Phagocytosis was evaluated by phagocytic index.
Hydrogen peroxide was assessed by phenol red oxidation and nitric oxide
production was assessed by Griess reaction. TNF production was evaluated in
serum and supernatant of peritoneal macrophage cultures by immunoassay test.
The influence of thalidomide on mortality, parasitemia, hematocrit and body weight
was assessed in Balb/C and CBA-infected mice. Another Balb/c group treated with
sucrose was added. Thalidomide did not influence the survival time, diminished
body weight loss, delayed parasitemia in fortieth day, but worsened anemia twenty

one days onward of infection in Balb/C mice compared to non-treated animals. The
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treatment with sucrose prompts one day the beginning of death and nine days the
survival time. Firstly sucrose increased and after fortieth day of infection decreased
body weight loss. It worsened parasitemia and anemia compared to that non-
treated animals. However, association of thalidomide and sucrose did not alter
survival time and body weight loss but increased parasitemia on fourth day onward
of infection and worsened anemia after twenty one days of infection compared to
that non-treated animals. The association of thalidomide and sucrose to treat CBA
infected mice did not alter the survival time, body weight loss, parasitemia or
anemia. The treatment with thalidomide of Balb/C and CBA infected mice did not
influence the phagocytosis and hydrogen peroxide production, but it downregulated
nitric oxide production, and decreased TNF production in serum (Balb/C) and
supernatant of peritoneal macrophage cultures (Balb/C and CBA). Our findings
suggest that thalidomide improved the outcome of disease, by decreasing body
weight loss and delaying the parasitemia. Treatment with sucrose should be better
evaluated because its possible deleterious effects. Our findings suggest that both
experimental models show different immunopathological mechanisms, probably
due to genetic factors. Moreover, thalidomide as adjuvant therapy in human
malaria should be evaluated, except in women, to reduce morbidity and mortality of

severe malaria.
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INTRODUCAO



A malaria é reconhecida como grave problema de saude publica no
mundo, estimando-se que em mais de 100 paises, 50% da populagéo esteja
exposta ao risco de contrair a doenca. A cada ano ocorrem cerca de 3 milhdes
de mortes e aproximadamente 5 bilhdes de episédios clinicos de malaria,
sendo que mais de 90% destes casos ocorrem na Africa (Breman e cols, 2004).

No Brasil, a doenca ainda apresenta elevado risco de transmissao na
regido amazodnica, representada pelos Estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e Tocantins. Nos ultimos
anos, apesar da implantacao do Plano de Intensificacdo das A¢des de Controle
da Malaria (PIACM), na regido amazodnica (Silva-Junior, 2005) a doenga ainda
ndo se encontra sob controle. Tal cenario de elevada morbi-mortalidade
caracteriza a malaria como uma das mais importantes doencas parasitarias
endémicas no mundo (Breman e cols, 2004).

Varias sao as razbes para a alta incidéncia desta doenca, e estas
abrangem problemas politicos, econdmicos, sociais, culturais, religiosos e
biolégicos (Miller e cols, 2002). As migra¢des de individuos ndo imunes para as
areas endémicas, aspectos culturais, o tratamento inadequado da infecgao, a
dificuldade para o acesso ao tratamento, a resisténcia do parasita aos
antimalaricos e do vetor aos inseticidas, a inexisténcia de vacina eficaz, entre
outros fatores, fazem da malaria uma doenga de dificil controle (Sachs e
Malaney, 2002; Miller e cols, 2002).

A malaria é causada pelo protozoario intracelular Plasmodium sp,
transmitido pela picada da fémea do anofelino infectada, que inocula o
esporozoita no hospedeiro durante o repasto sanguineo. Existem 4 espécies

de plasmddios que infectam os seres humanos: P. ovale, P. vivax, P. malarie e



P. falciparum (Souza e Riley, 2002). Os parasitas possuem um ciclo de vida
assexuado no hospedeiro vertebrado e sexuado no vetor. Apds a inoculagao, o
esporozoita migra pela corrente sanguinea e infecta o hepatdcito. Apds sua
multiplicacdo, ao romper o hepatdcito, invade o eritrécito, iniciando o ciclo
intraeritrocitario. Nos eritrocitos, por esquizogonia, novos merozoitas sao
formados e liberados com a ruptura das hemacias, podendo infectar outras
células (Meuwissen e Ponnudurai, 1988).

A imunidade antimalarica demora a ser adquirida e necessita contato
continuo para a sua manutengao (Walker e Brodie, 1982; Holder, 1999). O
esporozoita representa o primeiro estagio de encontro entre o hospedeiro e 0
parasita, enquanto que, no estagio eritrocitario, o ciclo de ruptura dos eritrécitos
infectados produz a sintomatologia da malaria. Fatores como a resposta
imunitaria individual, idade, numero de infecgbes, infecgdes mistas, gestacao,
caracteristicas genéticas do hospedeiro e da cepa de plasmddio, grau de
transmissao local da malaria, entre outros, sdo determinantes da imunidade e
imunopatogenia (Miller e cols, 2002).

No figado, antigenos do esporozoita s&do processados e apresentados
pelo complexo principal de histocompatibilidade (CPH) de classe |, induzindo
resposta citolitica pelos linfécitos T CD8+ e morte das células infectadas. O
parasita, particularmente durante a ruptura do eritrocito na fase
intraeritrocitaria, estimula a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias pelos
macrofagos, que desempenham importante papel tanto na imunidade quanto
na imunopatogenia, ativando mondcitos, neutréfilos, linfocitos T e células
citotoxicas naturais (natural killer) (CN) para reagirem aos estagios eritrocitario

e hepatico do parasita. Além disso, estimulam as células CN e T CD4+ a



produzirem interferon gama (INF-y), desencadeando uma cascata de respostas
imunes que podem induzir a morte o parasita intracelular (Plebanski e Hill,
2000). A presenca de anticorpos direcionados aos antigenos de superficie dos
esporozoitas ou dos merozoitas pode impedir a entrada do parasita nos
hepatécitos e nas hemacias, respectivamente, tanto por ocupar os sitios de
ligacdo nas células do hospedeiro quanto por facilitar a fagocitose.

A fagocitose é potencializada pela agdo dos anticorpos opsonizantes
(Tosta e Wedderburn, 1980), que aumentam a aderéncia de eritrocitos
parasitados aos macrofagos e a velocidade com que se processa a fagocitose
(Tosta, 1982). Trés células estdo envolvidas neste importante processo de
defesa do hospedeiro contra o plasmdédio: os neutrofilos (Golenser e cols,
1992), os eosindfilos (Tosta e Wedderburn, 1980) e os fagdcitos
mononucleares (Tosta e cols, 1983). Porém, os mondécitos e macrofagos tém
sido considerados as células efetoras mais importantes na malaria (Theander,
1991).

A destruicao de eritrécitos contendo parasitas estimula fortemente o
sistema de fagocitos. Macréfagos ativados por INF-y participam do controle da
infeccdo por mecanismos dependentes da fagocitose e independentes pela
secrecdo de fatores soluveis direta ou indiretamente téxicos ao parasita, tais
como interleucina 1 (IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral (FNT), fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), fator estimulante de colbnia
granulécito-macréfago e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Clark e
cols, 1997, Clark e Cowden, 2003). Tem sido sugerido que o INF-y é essencial
para a resolugao da infecgdo primaria, por limitar a fase inicial da replicagcao

parasitaria, mas também contribui para os sintomas agudos da infecgdo, como



febre, nduseas e dor de cabecga, por meio da indugdo de FNT e IL-1 (Rilley,
1999). A producao exacerbada de IFN-y e FNT predispde a patologia grave
(Plebanski e Hill, 2000).

O FNT é uma citocina pro-inflamatoria pleiotropica que apresenta um
papel chave na patogenia das formas graves da malaria. Ele é secretado
principalmente por fagodcitos mononucleares (Viajaykumar e cols, 2001) e
neutréfilos (Chen e Sendo, 2001) em reposta a estimulos variados, como, por
exemplo, a molécula glicofosfatidilinositol (GPI), presente nos plasmaodios, que,
ao se ligar aos receptores TOLL, ativa as vias de sinalizag&o intracelular ERK,
JNK e NFkB, estimulando a produ¢do de mediadores pré-inflamatérios (Lamb e
cols, 2006). Para que o FNT possa agir € preciso que se ligue a seus
receptores (R1FNT e R2FNT) na superficie das células (Zhang, 2004).

O FNT pode induzir a sua propria produgao e de outras citocinas, ativar
linfécitos T e promover extravasamento de leucdcitos para o sitio de infecgao
(Goetz e cols, 2004). Por outro lado, estimula a expressao de moléculas de
aderéncia no endotélio vascular que pode aumentar o sequestro de eritrocitos
parasitados na microcirculacdo cerebral (Gimenez e cols, 2003). Também
estimula a produgcdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelos
fagoécitos, cujo papel ndo esta totalmente elucidado, podendo tanto contribuir
para a resposta imunitaria quanto para a imunopatologia na malaria (Clark e
Cowden, 2003). Por outro lado, o FNT também age em linfécitos e mondcitos,
aumentando a inibicado do P. falciparum por um mecanismo nao relacionado a
fagocitose, sugerindo um efeito antimalarico pleiotropico (Muniz-Junqueira e

Cols, 2001).



Os comprometimentos cerebral, renal e pulmonar, juntamente com a
anemia, fazem parte das principais manifestacbes clinicas observadas na
fisiopatogenia da malaria grave, como consequéncia da resposta imunitaria
exacerbada ao estimulo antigénico causado pelo plasmddio (Newton e cols,
1998). A anemia € uma manifestagéo clinica frequente da malaria e a maior
causa de morte entre criancas africanas, sendo que o envolvimento cerebral é
a segunda causa e pode levar a mortalidade em 50% dos casos (Warrel, 1987).

A malaria cerebral humana € uma condigdo neuroldgica séria que pode
levar ao coma e a morte. Sua principal caracteristica € o dano endotelial
associado ao sequestro de esquizontes de P. falciparum na microcirculagéo
cerebral (Macpherson e cols, 1985). As células parasitadas expressam, em sua
parede, antigenos variantes de superficie (EMP1), codificados pelos genes var
do parasita, que sdo capazes de se ligar a varios receptores do hospedeiro.
Tais receptores, como CD36, trombospondina, ICAM-1/CD54, PECAM/CD31,
E-selectina/CD62E, P-selectina/CD62P, VCAM-1/CD106, sulfato de condroitina
A e acido hialurénico, estdo presentes em varios 6rgaos (Turner e cols, 1994;
Sherman e cols, 2003; Cooke e cols, 2005; Schofield e Grau, 2005).

A expressdo aumentada de moléculas de adesdo endotelial causada
pelo FNT tem sido sugerida como fator determinante da patogenia (Hviid e
cols, 1993; Newbold e cols, 1997), aumentando o sequestro de células na
microcirculagdo do cérebro e de outros 6rgdos do corpo, como coragao,
pulmé&o, figado, rins, tecido subcutédneo e placenta (Grau e cols, 1987; Grau e
cols, 1993). Além disto, sugere-se que a formagéo de rosetas, entre eritrocitos
parasitados e nao-parasitados, e a citoaderéncia destas rosetas ao endotélio

pelo receptor CD36 ou CD31 (Fernandez e cols, 1998) podem contribuir para a



malaria cerebral humana, por diminuir o fluxo sanguineo e facilitar o acumulo
de leucdcitos (Bate e cols, 1988). Estes leucécitos, ativados pela multiplicagéo
dos parasitas sequestrados, produzem localmente citocinas inflamatdrias,
principalmente FNT, e espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, que ativam
as células endoteliais, levando ao dano tecidual (Schofield e Grau, 2005) e a
ruptura da barreira hemato-encefalica (Penet e cols, 2005).

A malaria grave afeta varios tecidos e 6rgdos, mesmo quando as
manifestagcbes mais marcantes aparentam envolver apenas um unico 6rgao,
como o cérebro. Em particular, a acidose metabdlica tem sido reconhecida
como uma importante caracteristica fisiopatolégica na sindrome clinica classica
da malaria cerebral e da anemia grave (Marsh e cols, 1995), sendo que na
maioria dos casos, isto se deve predominantemente a acidose latica.
Entretanto, provavelmente, € a combinacao de diversos fatores que reduzem a
oxigenagao e a perfusdo tecidual (English e cols, 1997).

A anemia grave pode ser determinada por diversos mecanismos pouco
elucidados, incluindo ruptura dos eritrécitos pos-esquizogonia, fagocitose, com
ou sem auxilio de anticorpos e complemento, alteracbes de membrana e
reducdo na deformabilidade dos eritrocitos infectados e nao infectados,
diseritropoiese, sequestro de sangue no bago e coagulopatia (Dondorp e cols,
2000).

Entretanto, estudos com malaria grave, principalmente a forma cerebral
em humanos, sao dificeis, tendo em vista a impossibilidade de se correlacionar
precisamente as alteragdes patoldgicas com a evolugdo clinica da doenca.
Modelos murinos geneticamente resistentes e susceptiveis a malaria cerebral

tém sido muito estudados devido as semelhancas existentes entre as respostas



imunitarias ao parasita em roedores e humanos (Lou e cols, 2001; Hunt e Grau,
2003). Por outro lado, tem-se demonstrado que existem diferengas,
principalmente o sequestro preferencial de leucdcitos na circulagao cerebral em
camundongos (Grau e cols, 1990), enquanto que os eritrocitos é que séo
sequestrados em seres humanos (Aikawa e cols, 1990).

As alteragdes patoldgicas dependem da combinacdo entre a cepa de
camundongo e o plasmédio utilizado. Das quatro espécies de parasitas
murinos (P. chabaudi, P berghei, P. vinckei e P yoelli) utilizadas como modelo
experimental para o estudo da malaria humana, o P. berghei ANKA parece ser
o modelo para estudo da malaria cerebral quando infecta camundongos CBA
(Combes e cols, 2005). Estes camundongos desenvolvem sinais neuroldgicos,
assim como nos seres humanos, e morrem entre o sétimo e o décimo primeiro
dia de infecgdo com baixa parasitemia. Por outro lado, os camundongos Balb/C
infectados pelo P. berghei ANKA ndo apresentam comprometimento cerebral e
morrem por anemia grave e hiperparasitemia na terceira semana de infec¢ao
(Grau e cols, 1987). O fendtipo dos modelos experimentais susceptiveis e
resistentes a malaria cerebral se baseia, fundamentalmente, em diferencgas
geneticamente predeterminadas quanto a sensibilidade das células endoteliais
da microcirculagédo a ativagao pelo FNT e a progressao da doenga (Combes e
cols, 2005).

Entre os mecanismos envolvidos na fisiopatogenia da malaria cerebral, o
oxido nitrico (ON) tem sido apontado como uma molécula crucial (Clark e
Cowden, 2003), embora seu mecanismo de ag¢do ainda seja controverso. O ON
€ uma molécula produzida durante a conversédo enzimatica da L-arginina em L-

citrulina, na presenca de NADPH, pela enzima constitutiva sintase do éxido



nitrico neuronal (nNOS ou NOS1), endotelial (NOSe ou NOS3) ou induzida
(INOS ou NOS2). Tais sistemas enzimaticos podem depender de calcio (hNOS
e eNOS) ou ser induzidos por citocinas (iINOS) (Sobolewski e cols, 2005).

No sistema imunitario, o ON derivado da iINOS é um componente da
resposta imune inata e é requerido para o controle de diversas infecgdes virais,
bacterianas e parasitarias (Bogdan, 2000). Na malaria, o ON produzido pode
ser tanto benéfico, levando a morte do plasmdédio (Stevenson e cols, 2004),
quanto deletério, pelos efeitos adversos que medeiam a patogénese por meio
do estresse oxidativo, sinalizagdo aberrante no cérebro (Clark e Cowden, 2003)
e a anemia (Anstey e cols, 1999).

A hipoargininemia (Lopansri, e cols, 2003) e baixos niveis plasmaticos
de nitrato e nitrito (Anstey e cols, 1996), produtos estaveis de degradacéo do
ON, tém sido correlacionados com o desenvolvimento da malaria grave por P.
falciparum, sugerindo baixos niveis de ON durante a infec¢éo. Corroborando tal
informacgédo, niveis elevados de hemoglobina livre e de superdxido no sangue
de pacientes com malaria grave s&o responsaveis pela rapida remogéao do ON
produzido pelas células endoteliais dos vasos (Ekvall e cols, 2001). Entretanto,
resultados opostos, como niveis aumentados de nitrato e nitrito no liquido
cérebro-espinhal (Weiss e cols, 1998) e de iINOS em cérebros de pacientes
com malaria cerebral (Clark e Cowden, 2003), tém sido correlacionados com a
gravidade da doenca por P. falciparum.

Em modelos experimentais, tem sido sugerido que o ON ndo parece
mediar a patogénese na malaria ou ter um efeito antiparasitario, uma vez que
camundongos infectados por P. berghei ANKA e deficientes da NOS ou

tratados com aminoguanidina, um inibidor da NOS, ndo desenvolveram malaria



cerebral, apresentando parasitemia, patogénese e mortalidade similares
quando comparados ao controle (Favre e cols, 1999). Porém, em
camundongos infectados pelo P. chabaudi, o0 aumento da produgcdo de ON
durante o estagio intraeritrocitario da infecg¢ao foi relacionado a proteg¢ao contra
a doencga (Taylor-Robinson e Smith, 1999), mostrando que ainda é controversa
a acao do ON na malaria.

Espécies reativas de oxigénio (EROs), geradas a partir da redugdo do
oxigénio molecular, também tém sido apontadas como moléculas importantes
na fisiopatogenia da malaria cerebral (Rangan e Bulkley, 1993). Entre elas se
encontram o anion superoxido (Oz), o peroxido de hidrogénio (H20>) e o radical
hidroxila (OH’). Normalmente, o organismo é capaz de se proteger das EROs
através de reducdo enzimatica, antioxidantes (enddgenos e exdgenos) e
quelantes de metais. Quando os niveis de EROs excedem os mecanismos de
protecdo, a célula entra em estresse oxidativo e, sob esta condicdo, tais
radicais altamente toxicos podem causar lesdo quimica no acido
desoxirribonucléico (ADN), proteinas e lipidios insaturados (Klebanoff, 1992).

A NADPH oxidase, associada a membrana, transfere um elétron para o
oxigénio molecular, resultando em um radical superéxido (O2-), o qual é
rapidamente reduzido, de forma espontdnea ou pela enzima superdxido
dismutase (SOD), a peroxido de hidrogénio. A protecdo contra os efeitos
deletérios do H,O, se da pela sua degradagdo em agua e oxigénio, pela
catalase ou por algumas peroxidases, como a glutationa peroxidase. Durante a
explosdo respiratoria, o peréxido de hidrogénio reage com os ions cloreto
através do sistema de mieloperoxidase existente nos fagoécitos, originando

acido hipocloroso (HOCL), responsavel pela atividade microbicida (Thomas,
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1979; Babior, 1999). O radical superdxido ainda pode interagir com H,O, na
presenca de fons Fe** (Weiss, 1977) ou mediar a redugéo do acido hipocloroso
(HOCL) (Candeias e cols, 1993), levando a formagao do radical hidroxila (OH").

Os fagécitos possuem uma maquinaria complexa que produz e secreta
ativamente grandes quantidades de EROs (Babior, 1999), quando estimulados
por produtos microbianos, como LPS, lipoproteinas e citocinas, como INF-y, IL-
8, FNT, como também pela ligagado da IgG aos seus receptores Fc (Bogdan e
cols, 2000).

O papel microbicida dos radicais de oxigénio foi demonstrado para
Plasmodium falciparum (Malhotra e cols, 1988), P. berghei (Dochrell e Playfar,
1983), P. yoelii (Ockenhouse e Shear, 1984), P chabaudi (Stenvenson e cols,
1995) e P vinckei (Clark e Hunt, 1983), tanto in vitro (Ockenhouse e Shear,
1984) quanto in vivo (Dochrell e Playfar, 1983; Ockenhouse e Shear, 1984;
Stenvenson e cols, 1995). O H,O,, in vivo, foi parasiticida contra P yoelii e P
chabaudi, quando os camundongos foram tratados com 1 mg endovenoso no
quinto e no sexto dia de infecgdo, resultando em significante reducdo da
parasitemia (Dochrell e Playfar, 1983). Foi observado em um estudo clinico e
parasitologico de 75 criancas do Gabao com malaria por P. falciparum, relagao
significante entre a capacidade dos granulécitos produzirem grandes
quantidades de radicais de oxigénio e o controle da parasitemia, demonstrando
que EROs tém funcao basica nas respostas imunitarias como primeira linha de
defesa contra esta espécie (Greve e cols, 1999). Por outro lado, Kremsmer e
cols (2000) correlacionaram o aumento da producdo de EROs com a gravidade

da doencga em criangas do Gabao.
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Pelo fato de a malaria ser uma doenga cuja sintomatologia é
determinada pela exacerbacdo da resposta imunitaria, onde o FNT tem
importancia crucial na determinagao das formas graves da doenga, o estudo da
funcdo de drogas imunomoduladoras — entre elas a talidomida, que inibe
seletivamente o FNT, coestimula linfécitos T e modula a expressdo de
moléculas de aderéncia em células endoteliais — é€ importante, com vistas a sua
indicagdo como tratamento adjuvante aos antiparasitarios na malaria humana.

A talidomida, a-ftalimidoglutarimida, foi fortemente estigmatizada pelos
seus efeitos teratogénicos, que abalaram o mundo na década de 60, apds o
nascimento de cerca de 10.000 criancas com mal-formagdes induzidas apds
seu uso pelas maes gravidas. A droga ressurgiu em 1965 como uma alternativa
para o tratamento das lesdes do eritema nodoso da hanseniase, uma vasculite
caracterizada por nédulos subcutaneos dolorosos, febre, entre outros sintomas,
e, em 1998, o FDA aprovou sua indicagao para esta situagao clinica (Sampaio
e cols, 1993; Sampaio e cols, 2002). Desde entdo, suas propriedades
terapéuticas tém sido vastamente pesquisadas e utilizadas experimentalmente,
principalmente como terapia adjuvante, em mais de 150 condigbes clinicas
oncoldgicas, dermatolégicas e antiinflamatérias (Raje e Anderson, 2002;
Franks e cols, 2004).

A talidomida tem sido estudada em varias outras condi¢des, como na
doenca do enxerto versus hospedeiro, lupus eritematoso discoide, sarcoidose,
macroglobulinemia de Waldenstrom (Matthews e Mccoy, 2003), mieloma
multiplo refratario, sindrome mielodisplasica, leucemia mieldide aguda,
carcinoma de células renais, gliomas malignos, cancer de préstata, sarcoma de

Kaposi, carcinoma colorretal, doenga de Behget, doengca de Crohn (Marriot e
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cols, 1999; Raje e Anderson, 1999; Singhal e cols, 1999, Richardson e cols,
2002; Matthews e Maccoy, 2003; Franks e cols, 2004), aftas ulceradas orais e
perda de peso associadas a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Jacobson
e cols, 1997), insuficiéncia cardiaca congestiva (Davey e Ashrafian, 2000) e no
choque séptico (Arrieta e cols, 1999). Os efeitos adversos mais frequentes
incluem sonoléncia, constipagao, neuropatia e tromboembolismo (Ghobrial e
Rajkumar, 2003).

A molécula da talidomida € um analogo racémico do acido glutamico,
que consiste em enantibmeros L(-) e D(+), que se interconvertem sob
condigdes fisioldgicas. A forma L(-) potencialmente inibe a liberacdo de FNT de
monadcitos e macrofagos, enquanto que a forma D(+) parece exercer um efeito
sedativo (Wnendt e cols, 1996).

Os mecanismos responsaveis pela acdo imunomoduladora,
antiinflamatoria e antiangiogénica da talidomida ainda n&o estdo totalmente
esclarecidos, embora a modulag&o de citocinas inflamatorias, como FNT, I[FN-y,
IL-10 e IL-12, cicloxigenase 2 (COX-2), bem como o fator nuclear de
transcricdo k B (NFkB), estejam envolvidos (Franks e cols, 2004). Os efeitos
antiinflamatorios e antiangiogénicos da talidomida sao controlados, em parte,
por meio do NFkB. Uma vez que a célula é estimulada, as porgdes
citoplasmaticas dos seus receptores recrutam e ativam moléculas
intracelulares, como as cinases das cinases inibitérias (IKKs) que fosforilam o
inibidor do NFkB (IkBa). Portanto, o NFkB, que estava inativo, torna-se livre
para ser translocado para o nucleo, onde sera responsavel pela ativagao

génica de uma série de moléculas envolvidas no crescimento celular,
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supressao da apoptose, respostas inflamatérias e imunitarias, inclusive pela
producao de FNT (Li e Stark, 2002; Bottex-Gauthier e cols, 2002).

A talidomida inibe a producdo de FNT em mondcitos humanos e
macrofagos de camundongos estimulados por lipopolissacarideos (LPS), por
aumentar a degradacao do &acido ribonucléico mensageiro (ARNm) desta
citocina (Sampaio e cols, 1991; Moreira e cols, 1993). E possivel que a
talidomida também iniba a produgao de FNT de forma indireta, inibindo as IKKs
e, portanto, a ativagao do NFkB (Keifer e cols, 2001).

A talidomida também pode agir como sinal coestimulatério para ativagao
das células T, in vitro, resultando em aumento da produgdo de IL-2 e INF-y,
sendo que este efeito € mais intenso nas sub-populagdes de linfocitos T CD8+
do que nas T CD4+ (Haslett e cols, 1998). Estudos demonstram que a
talidomida modifica a polarizagao da resposta de linfécitos T auxiliares do tipo 1
(TA1) para respostas do tipo 2 (TA2) (Mchugh e cols, 1995; Verbon e cols,
2000); porém, existem controvérsias sobre esta fungao, provavelmente devido
aos diferentes modelos celulares estudados e ao tipo de ativagao imunitaria
(Teo e cols, 2005).

Observou-se também um efeito bidirecional quanto a producéao de IL-12.
Tal citocina pode ter sua producao inibida em macréfagos estimulados com
LPS, entretanto, aumentada quando estas células sdo co-cultivadas com
linfécitos T na presenca da talidomida. Este efeito se deve ao aumento da
expressao de receptores CD40L e de uma agao coestimulatoria na auséncia do
segundo sinal para os linfocitos T, sem que induza anergia ou apoptose (Corral

e Kaplan, 1999).
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Ademais, a talidomida pode reduzir a produgao de IL-6 (Rowland e cols,
1998), aumentar a producgao de IL-2 (Shannon e cols, 1997), IL-4, IL-5 (Mchugh
e cols, 1995), in vitro, bem como a sub-populagdo de linfécitos T CD8+ e
diminuir as células citotéxicas naturais em camundongos (Karrow e cols, 2000).
A talidomida também inibe a expressao da enzima COX-2, mas nido da COX-1,
em monacitos estimulados com LPS, FNT e IL-1B, por diminuir a meia-vida do
ARNm da COX-2. Tal estudo sugere que, em parte, a inibicdo da expressao da
COX-2 deva ser pelo aumento da producgao de IL-10 (Payvandi e cols, 2004).

Estudos utilizando microscopia intravital determinaram que a talidomida
diminuiu o numero de leucocitos em rolamento, aderindo e migrando através
das vénulas, apds estimulo com LPS (Schneider e cols, 1997), além de
modular a expressdo de moléculas de aderéncia, como a L-selectina, na
superficie de leucécitos (Zwingenberger e Wnendt, 1996).

As pesquisas sobre a influéncia da talidomida na malaria ainda séo
elementares. Ramirez-Villafuerte e cols (1998) relataram o uso da talidomida
em camundongos CB6F1 infectados por P. chabaudi chabaudi e tratados com
3 mg da droga, 3 vezes por semana. Estes autores observaram que a
hipoglicemia foi menos severa, porém nenhum efeito sobre a parasitemia,
anemia ou producgao de anticorpos foi detectado. Em outra pesquisa, o modelo
utilizado foi o camundongo susceptivel a malaria cerebral, CBA, infectado por
P. berghei ANKA. Os animais foram tratados desde o segundo dia da infeccao
para se minimizar a interferéncia do tratamento no efeito antiparasitario do
FNT. Demonstrou-se que a talidomida retardou o inicio da morte e aumentou
em dois dias a sobrevida espontanea dos animais. Além disso, a talidomida

aumentou a capacidade fagocitaria, a producéo de perdoxido de hidrogénio e
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oxido nitrico pelos macrofagos peritoneais, embora nenhum efeito tenha sido
detectado na parasitemia, atribuindo efeito protetor a imunomodulacéo causada
pela talidomida para este modelo experimental (Muniz-Junqueira e cols, 2005).

Os efeitos da talidomida, como a modulagdo da producao de FNT, da
expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais, coestimulacao
sobre a imunidade celular e sua influéncia sobre multiplas células do
organismo, sugerem um papel imunomodulador na infeccdo malarica,
particularmente nas formas graves da doencga decorrentes do desequilibrio da
resposta imunitaria, diminuindo os fatores relacionados a patogénese e
melhorando a defesa antiparasitaria. Seu wuso ja foi avaliado,
experimentalmente, no modelo de camundongos susceptiveis a malaria
cerebral, porém, apenas uma minoria dos individuos infectados evolui,
imprevisivelmente, para esta forma grave da doenga. Como n&o se sabe quem
apresentara a forma cerebral da malaria, torna-se importante avaliar a
influéncia da talidomida no modelo ndao susceptivel a malaria cerebral, uma vez
que o tratamento, como adjuvante aos anti-plasmodiais, para ser eficaz, deve
ser instituido precocemente, antes do aparecimento dos sinais neuroldgicos, e
provavelmente, em individuos que nao apresentariam a forma cerebral da

doenca.
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OBJETIVOS



O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da talidomida em
camundongos Balb/c, modelo ndo susceptivel a maléaria cerebral, infectados
pelo Plasmodium berghei ANKA, sobre a evolugéo da doenca pela avaliacédo
da curva de mortalidade espontanea, parasitemia, hematécrito e peso, e sobre
as funcdes dos fagécitos avaliadas pela capacidade fagocitaria, producdo de

oxido nitrico, peroxido de hidrogénio e fator de necrose tumoral.

Os objetivos foram desenvolvidos por meio da:

1) Avaliacdo da influéncia da talidomida sobre a sobrevida de
camundongos resistentes (Balb/c) e susceptiveis (CBA) a malaria cerebral

infectados pelo Plasmodium berghei ANKA,;

2) Avaliacdo da influéncia da talidomida sobre a parasitemia de
camundongos resistentes e susceptiveis a maléaria cerebral infectados pelo

Plasmodium berghei ANKA;

3) Avaliacdo da influéncia da talidomida sobre o hematécrito de
camundongos resistentes e susceptiveis a maléaria cerebral infectados pelo

Plasmodium berghei ANKA;

4) Avaliacdo da influéncia da talidomida sobre a capacidade fagocitaria
de macrofagos peritoneais, in vitro, na auséncia ou na presenca de opsoninas,
de camundongos resistentes e susceptiveis a maléaria cerebral infectados pelo

Plasmodium berghei ANKA;
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5) Avaliacdo da influéncia da talidomida sobre a producéao, in vitro, de
oxido nitrico por macrofagos peritoneais de camundongos resistentes e

susceptiveis a malaria cerebral infectados pelo Plasmodium berghei ANKA,;

6) Avaliacdo da influéncia da talidomida sobre a producgdo, in vitro, de
peroxido de hidrogénio por macréfagos peritoneais de camundongos
resistentes e susceptiveis a malaria cerebral infectados pelo Plasmodium

berghei ANKA,;

7) Avaliagdo da influéncia da talidomida sobre a produgdo, in vitro, de
fator de necrose tumoral por macréfagos peritoneais de camundongos
resistentes e susceptiveis a malaria cerebral infectados pelo Plasmodium

berghei ANKA,;

8) Avaliagdo da influéncia da talidomida sobre a produgéo, in vivo, de

fator de necrose tumoral de camundongos resistentes e susceptiveis a malaria

cerebral infectados pelo Plasmodium berghei ANKA;
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MATERIAIS E METODOS



3.1. Delineamento experimental

Camundongos Balb/C, nao susceptiveis a malaria cerebral, e
camundongos CBA, susceptiveis a malaria cerebral, foram divididos em grupos
infectados ou nao com Plasmodium berghei ANKA. Os grupos foram tratados
com talidomida diluida em solugdo de 0,8M de sacarose ou apenas com
solucédo de 0,8M de sacarose, em 100 uL, do terceiro ao oitavo dia de
experimento. No oitavo dia, os animais foram sacrificados e os macrofagos
peritoneais coletados para avaliagao funcional. Os macréfagos foram testados
para capacidade fagocitaria, producao de 6xido nitrico, peréxido de hidrogénio
e fator de necrose tumoral. O fator de necrose tumoral foi avaliado tanto no
sobrenadante das culturas de macréfagos quanto no soro dos camundongos,
também coletado durante o sacrificio.

Paralelamente, para o estudo da mortalidade espontanea, camundongos
Balb/C foram infectados e tratados com talidomida, talidomida diluida em
solucado de 0,8M de sacarose, apenas com solugcdo de 0,8M de sacarose ou
agua destilada, no volume de 100 pL. Os camundongos CBA foram infectados
e tratados com talidomida diluida em solucédo de 0,8M de sacarose ou apenas
com solucao de 0,8M de sacarose, em 100 pL.

O hematécrito, a parasitemia e o peso foram avaliados tanto no grupo
utiizado para estudo da fungdo de macrofagos quanto na mortalidade
espontanea.

O estudo seguiu o delineamento geral conforme discriminado na figura
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3.2. Tipo de estudo

Este estudo é do tipo experimental e foi realizado no Laboratério de
Imunologia Celular, da area de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, utiizando o camundongo Balb/C como modelo
experimental nao susceptivel a malaria cerebral e 0 camundongo CBA como
modelo experimental susceptivel a malaria cerebral, ambos infectados ou nao
com o Plasmodium berghei ANKA.

Durante toda a realizagcdo deste trabalho, as normas éticas para a
pesquisa cientifica com animais de laboratério foram rigorosamente
obedecidas, conforme determinagao da Lei n° 6.638, de 08 de maio de 1979, e
dos Principios Eticos para Experimentacdo com Animais de Laboratdrio,
definidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA, 1990). O
presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade de Brasilia.

3.3. Animais utilizados nos experimentos

Os animais de ambas as cepas acima descritas eram machos, com
idade entre 8 e 12 semanas, tendo sido uma parte comprada do Centro de
Bioterismo de Campinas — UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, e outra parte
gentilmente cedida pela Fundagdo Oswaldo Cruz — Fiocruz.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em grupos de no
maximo cinco animais, com agua e ragédo ad libitum, sob condigdes de luz

controlada com ciclos de 12 horas, submetidos a temperatura ambiente. Antes
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da realizacdo dos experimentos, a ambientacdo dos camundongos Balb/C foi
feita, durante 30 dias, no biotério da Faculdade de Saude do Centro
Universitario de Brasilia — Uniceub, e do CBA, durante 30 dias no alojamento

de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia — UnB.

3.4. Inéculo

A cepa do Plasmodium berghei ANKA foi gentiimente cedida pelo
Laboratério de Imunologia da Malaria — Fiocruz — Rio de Janeiro — RJ e
mantida em nitrogénio liquido, em solugéo preservadora de Alsevier. Antes de
infectar os animais dos grupos de estudo, a cepa era descongelada e faziam-
se duas passagens em camundongo Swiss, inoculando-os com 10° eritrécitos
parasitados, suspensos em solugado salina tamponada com fosfato (STF), pH
7,2, estéril, por via intraperitoneal (IP) (Clark e cols, 1990; Kremsner e cols,
1991; Neill e Hunt, 1992).

A coleta do sangue para a passagem do inéculo de um camundongo
Swiss para outro era realizada por pungao cardiaca, quando a parasitemia
encontrava-se acima de 10%. Para que os animais do grupo de estudo fossem
inoculados com 10° eritrocitos parasitados, o nimero de eritrécitos totais na
suspensdo era quantificado em camara de Neubauer e a determinacdo da
parasitemia era feita pela contagem de 500 eritrécitos em um distendido

delgado, fixado com metanol e corado com Giemsa a 10%, por 10 minutos.
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3.5. Grupos de estudo

O estudo foi dividido em duas etapas: a analise das funcbes dos
macrofagos peritoneais — como a fagocitose, produgao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e fator de necrose tumoral, tanto do soro quanto do
sobrenadante das culturas de macréfagos — e a curva de mortalidade
espontanea. Utilizaram-se camundongos Balb/C e CBA divididos em grupos de
animais nao infectados e infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Para o estudo da fung¢ao dos macréfagos, os animais nao infectados, de
ambas as cepas, foram tratados com talidomida diluida em solu¢ao de 0,8M de
sacarose ou apenas com solucao de 0,8M de sacarose, em 100 uL, uma vez
ao dia, via oral, até o oitavo dia. A administracao oral foi realizada por meio de
micropipeta de 200 uL calibrada para o volume administrado. Os animais
infectados foram tratados seguindo o0 mesmo protocolo. Portanto, cada animal,
independente do tratamento, recebia 20 mg de sacarose por dia. No oitavo dia,
os macrofagos peritoneais foram recuperados e avaliados quanto a sua fungéo
fagocitaria, producédo de oxido nitrico, perdxido de hidrogénio e fator de
necrose tumoral. Além disso, o fator de necrose tumoral também foi avaliado
no sangue. A pesagem, a parasitemia e o hematdcrito foram realizados nos
terceiro, quinto e oitavo dias da infecgao.

A curva de mortalidade espontanea foi realizada seguindo-se as
mesmas doses e intervalos do tratamento acima descritos. Para os
camundongos Balb/C, a curva foi delineada tratando-os com talidomida,
talidomida diluida em solugéo de 0,8M de sacarose, apenas com solugao de

0,8M de sacarose ou agua destilada, em 100 uL. Para os camundongos CBA, a
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curva foi realizada tratando-os com talidomida diluida em solucdo de 0,8M de
sacarose ou apenas com solucéo de 0,8M de sacarose, em 100 pL.

O peso foi avaliado diariamente.

O hematécrito e a parasitemia foram realizados, no grupo Balb/C, nos
quarto, nono, décimo quinto, vigésimo primeiro, vigésimo oitavo e trigésimo
segundo dias de infecgéo e, no grupo CBA, nos quarto, nono, décimo quinto e

vigésimo primeiro dias de infecgao.

3.5.1.Grupos de estudo utilizados para analise das funcdes dos

macrofagos

Os camundongos Balb/C e CBA foram divididos, para avaliagcdo da

funcdo dos macrofagos, nos seguintes subgrupos:

Grupo Pb+Tal: no qual 13 camundongos Balb/C e 5 CBA foram
infectados por via intraperitoneal (IP) com 10° eritrocitos parasitados pelo
Plasmodium berghei ANKA suspensos em 100 upl de STF, pH 7,2, e tratados
com 150 mg/kg/dia de talidomida (Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED/BH)
diluida em 100 pL de solugdo 0,8M de sacarose (Hauschild e cols, 1997;
Karrow e cols, 2000), por via oral, a cada 24 horas, a partir do terceiro até o
oitavo dia da infecgdo. A média £ DP do peso dos camundongos Balb/C foi de

31,89 * 3,29 e dos CBA foi de 24,09 + 3,6g.

Grupo Pb: no qual 13 camundongos Balb/C e 4 CBA foram infectados

por via IP com 10° eritrocitos parasitados pelo Plasmodium berghei ANKA,
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suspensos em 100 ul de STF, pH 7,2, e tratados com 100 pl de solucédo de
sacarose 0,8M, via oral, a cada 24 horas, a partir do terceiro até o oitavo dia da
infeccdo. A média + DP do peso dos camundongos Balb/C foi de 32,49 + 3,4g e

dos CBA foi de 20,0g * 6,0g.

Grupo Tal: no qual 13 camundongos Balb/C e 3 CBA nao infectados
receberam, por via IP, 100 ul de STF, pH 7,2, no primeiro dia e foram tratados
com 150 mg/kg/dia de talidomida (Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED/BH)
diluida em 100 pL de solucdo de sacarose 0,8M, por via oral, a cada 24 horas,
a partir do terceiro até o oitavo dia do experimento. A média + DP do peso dos

camundongos Balb/C foi de 30,1g + 3,1g e dos CBA foi de 19,09  4,0g.

Grupo Controle Normal: no qual 13 camundongos Balb/C e 3 CBA né&o
infectados receberam 100 yl de STF, pH 7,2, por via IP, no primeiro dia do
experimento e foram tratados com 100 ul de solucdo de sacarose 0,8M, via
oral, a cada 24 horas, a partir do terceiro até o oitavo dia do experimento. A
média £ DP do peso dos camundongos Balb/C foi de 31,99 + 3,0g e dos CBA
foi de 21,0g + 5,1g.

Nao houve diferenca estatistica no dia da inoculacdo entre as médias
dos pesos dos animais dos diferentes grupos de camundongos Balb/C, p=
0,716, pelo teste ANOVA, nem entre as médias dos pesos dos diferentes
grupos de camundongos CBA, p= 0,487, pelo teste de Kruskal-Wallis. Porém,
pelo teste Mann-Whitney, o peso dos animais CBA foi significantemente menor

do que dos animais do grupo Balb/C neste mesmo dia, p<0001.
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Os animais foram anestesiados com éter e sacrificados por
deslocamento cervical no oitavo dia do experimento. Imediatamente apds o
sacrificio, foram coletados os macréfagos peritoneais para os testes funcionais.
O sangue para obtencao de soro também foi coletado no oitavo dia de infecgéo
por avulsdo do plexo ocular. O hematdcrito, a parasitemia e o peso foram

avaliados nos terceiro, quinto e oitavo dias de infecgao.

3.5.2.Grupos de estudo para avaliacdo da influéncia da
talidomida sobre a mortalidade espontanea dos animais
infectados com Plasmodium berghei ANKA de ambos os

modelos experimentais

Para avaliar a influéncia do tratamento com a talidomida e da associagao
da talidomida com sacarose sobre a sobrevida dos camundongos infectados
com Plasmodium berghei ANKA, 39 camundongos Balb/C e 16 camundongos
CBA foram infectados com 10° eritrocitos parasitados pelo P. berghei ANKA
(Clark e cols, 1990). O tratamento foi realizado por via oral, em um volume de
100 pl, diluido em agua destilada, a cada 24 horas, a partir do terceiro dia de
infecgao.

A divisdo dos grupos de camundongos Balb/C foi realizada da seguinte

forma:

Grupo Pb+T+S: no qual 9 camundongos Balb/C foram tratados com 150

mg/kg/dia de talidomida (Fundacao Ezequiel Dias — FUNED/BH) diluida em 100
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ML de solugdo de sacarose 0,8M. A média £+ DP do peso deste grupo foi de

27,79+ 1,7g.

Grupo Pb+T: no qual 10 camundongos Balb/C foram tratados com 150
mg/kg/dia de talidomida (Fundacédo Ezequiel Dias — FUNED/BH). A média £+ DP

do peso deste grupo foi de 25,4g + 3,10g.

Grupo Pb+S: no qual 10 camundongos Balb/C foram tratados com 100
ML de solugdo de sacarose 0,8M. A média £ DP do peso deste grupo foi de

28,3g + 1,0g.

Grupo Pb: no qual 10 camundongos Balb/C foram tratados com agua

destilada. A média + DP do peso deste grupo foi de 25,7g + 1,3g.

Avaliou-se a influéncia da talidomida, da sacarose e da talidomida com
sacarose nos diferentes parametros analisados, como a sobrevida, o peso, 0
hematocrito e a parasitemia dos camundongos Balb/C. Para avaliar a influéncia
da talidomida nestes parametros, comparamos os grupos Pb x Pb+T e Pb+S x
Pb+T+S. Para avaliar a influéncia da sacarose sobre estes parametros,
comparamos os grupos Pb x Pb+S e Pb+T x Pb+T+S. Para avaliar a influéncia
do tratamento com talidomida diluida em sacarose, comparamos os grupos Pb
x Pb+T+S.

Para os camundongos Balb/C, quando comparamos o peso inicial do
grupo Pb com Pb+T e Pb+S com Pb+T+S, ndo houve diferenga na média de

peso (p=0,76 e 0,34, teste t, respectivamente). Porém, a comparagao do peso
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inicial do grupo Pb com Pb+T+S, Pb com Pb+S e Pb+T com Pb+T+S
demonstrou diferenga na média de peso inicial (p=0,009, 0,0001 e 0,05, teste t,
respectivamente).

Os sinais clinicos dos camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei
ANKA foram observados durante toda a curva de sobrevida. Os animais
apresentaram sinais de debilidade geral, como ericamento de pélo, apatia e
sinais clinicos de anemia, como palidez de mucosas e dispnéia, semelhantes
aos sinais previamente descritos para este modelo experimental (Grau e cols,
1987; Pierrot e cols, 2003)

A divisdo dos grupos de camundongos CBA foi realizada da seguinte

maneira:

Grupo Pb+T+S: no qual 8 camundongos CBA foram tratados com 150
mg/kg/dia de talidomida (Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED/BH) diluida em 100
ML de solugéo de sacarose 0,8M. A média + DP para o peso deste grupo foi de

15,89 + 2,2¢.

Grupo Pb+S: no qual 8 camundongos CBA foram tratados com 100 uL
de solugdo de sacarose 0,8M. A média £ DP para o peso deste grupo foi de

16,1g + 2,5¢.

Avaliou-se a influéncia da talidomida nos animais tratados com sacarose
para os diferentes parametros analisados, como a sobrevida, o peso, 0
hematocrito e a parasitemia dos camundongos CBA. Para avaliar a influéncia

da talidomida nestes parametros, comparamos os grupos Pb+S x Pb+T+S.
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Para os camundongos CBA, quando comparamos o peso inicial do
grupo Pb+S com Pb+T+S, ndo houve diferengca na média de peso (p=0,77,
teste t).

O dia da morte espontanea de cada animal foi computado, e a curva de
sobrevida, segundo Kaplan-Meyer, foi construida para analise comparativa
entre os grupos.

Os sinais clinicos dos camundongos CBA infectados pelo P. berghei
ANKA foram observados durante toda a curva de sobrevida. Os animais
apresentaram sinais neurolégicos, como ataxia, paraplegia dos membros em
graus variados, paralisia, convulsdo e coma, sendo que 25% dos animais nao
morreram com sinais de malaria cerebral, mas com sinais de debilidade e
anemia, assim como descrito por outros autores (Grau e cols, 1989; Carvalho e
cols, 2000).

A parasitemia e o hematdcrito foram realizados nos 4°, 9°, 15°, 21°, 28° e
32° dias de infecgao, para os camundongos Balb/C, e nos 4°, 9°, 15° e 21° dias,

para os camundongos CBA. O peso foi aferido diariamente.

3.6. Peso

O peso dos camundongos foi aferido sempre pela manha e utilizada a

mesma balanga com precisédo de 0,01g (Ohaus portable-advanced).

3.7. Hematocrito

Para avaliar a influéncia do tratamento com talidomida sobre o
hematdcrito, foi coletado sangue da ponta da cauda em capilar de vidro

heparinizado e centrifugado em 700g durante 10 minutos.
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3.8. Parasitemia

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tratamento com talidomida na
parasitemia dos grupos infectados, confeccionou-se um distendido delgado em
lamina de sangue da ponta da cauda, corado com um kit rapido de coloragao
panotica (Newprov — Parana — Brasil). Para a determinagcdo da parasitemia,
500 eritrécitos foram contados por microscopia 6ptica com aumento de 1000X,
utilizando-se um reticulo de contagem adaptado a lente da ocular do

microscopio.

3.9. Obtencao dos macrofagos peritoneais

No oitavo dia do experimento, os animais eram anestesiados com éter
etilico, o sangue total era coletado por enucleacédo do globo ocular e os animais
sacrificados por deslocamento cervical. Apdés a anti-sepsia da parede
abdominal com alcool 70%, pequena incisdo era feita, suficiente para acessar a
cavidade abdominal, e através dela, com pipeta Pasteur estéril, lavava-se o
abdébmen com 15 mL STF, 0,15M, estéril, pH 7,2, gelado, com o objetivo de
coletar os macrofagos peritoneais.

O liquido recuperado do lavado peritoneal era centrifugado a 200g, por
10 minutos, a 4°C. O sobrenadante era desprezado e as células ressuspensas
em 2 mL de meio de cultura RPMI 1640, pH 7,2 (Sigma, EUA), acrescido de 20
mM de Hepes (Sigma, EUA), 26,4 ml/L de NaHCO3 a 7,5% e 25 mg/L de
gentamicina. Logo apds, as células eram quantificadas e a viabilidade era

avaliada em camara de Neubauer, utilizando solugéo de nigrosina a 0,05% na
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proporcao de 1:5. Apés isto, as células eram novamente suspensas em RPMI
1640, pH 7,2, para serem utilizadas nos varios testes funcionais (Muniz-

Junqueira e cols, 1992).

3.10. Determinacao da capacidade fagocitaria dos macrofagos

peritoneais

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

Apos a incubacdo, as escavacdes eram lavadas com STF, pH 7,2, a
37°C, para remocgéao das células ndao aderidas e, em seguida, as preparagdes
eram novamente incubadas por 30 minutos, em atmosfera de CO; a 5%, com
uma suspensdo de 10° ou 4x10° Saccharomyces cerevisiae em 500 pl de
RPMI 1640, pH 7,2, a 37°C, com 10% de soro fetal bovino (SFB). As leveduras
eram previamente sensibilizadas pela incubagao por 30 minutos a 37°C com
10% de SFB, inativado a 56°C, ou com pool de soro fresco de camundongos a
10%.

Apos este periodo, as escavacgdes eram lavadas com STF, pH 7,2, a
37°C, com 10% de SFB, para retirar as leveduras nao ingeridas ou fortemente

aderidas aos macroéfagos. A ultima lavagem era feita com RPMI 1640, pH 7,2,
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contendo 20% de SFB, para melhor preservar as preparagdes. Em seguida, as
laminulas eram secas com vento quente, fixadas por 1 minuto com metanol e
coradas com solugao de Giemsa a 10% em tampao para coloragao, pH 7,2, por
10 minutos.

As laminulas eram montadas em |laminas para microscopia com depex
(BDH) e 200 células de cada preparacédo eram examinadas com aumento de
1000X. O indice fagocitario (IF) foi calculado pela multiplicagdo da média do
numero de leveduras ingeridas ou fortemente aderidas por macréfagos (A) pelo
numero de macrofagos envolvidos na fagocitose (B), e os dados foram
expressos por 100 macréfagos (Shaw e Griffin, 1981). A formula para este

calculo é IF = A x B.

3.11. Preparacao de leveduras para o teste de fagocitose

Para a preparacado das leveduras foi utilizada a técnica de Lachman e
Hobart (1978), que modifica a superficie do Saccharomyces cerevisiae para
facilitar a adsorgéo da proteina C3 do complemento. Brandi (1993) demonstrou
que, por esta técnica de preparacao das leveduras, os anticorpos normalmente
presentes no soro podem se adsorver nas particulas de leveduras.

A suspensao estoque de leveduras foi preparada dissolvendo 50 g de
fermento fresco (Fleishmann) em 220 mL de STF, pH 7,2. Esta suspenséao foi
autoclavada a 120°C por 30 minutos e, em seguida, lavada com STF até obter-
se um sobrenadante limpido. O sedimento foi suspenso em 28 ml de STF
contendo 0,1M de 2-mercaptoetanol, incubado a 37°C por 2 horas, em agitagéo

constante, e, em seguida, lavada trés vezes com STF para retirar o 2-

34



mercaptoetanol. Apés a lavagem, o sedimento foi suspenso em 55 ml de
solugao de iodoacetoamida a 0,02M em STF.

Novamente, a preparagcado foi incubada por 2 horas a temperatura
ambiente, lavada trés vezes por centrifugagcdo em STF, sendo ressuspensa
posteriormente em 220 mL de STF. As leveduras foram, entdo, submetidas a
uma nova autoclavagem por 30 minutos a 120°C, lavadas por centrifugagcao até
se obter o sobrenadante limpido e a preparagcdo suspensa em 10 mL de
tampao veronal, pH 7,2, contendo azida sddica (2000 mg/L) como preservativo.

A solugao estoque era mantida estéril a 4°C, podendo ser utilizada por anos.

3.12. Preparacdo do pool de soro fresco para avaliagdo da

fagocitose facilitada por opsoninas

No momento do sacrificio dos animais, coletava-se sangue do plexo
ocular e apés centrifugagao, utilizava-se o soro fresco murino a 10% como
fonte de complemento. Portanto, a fagocitose das leveduras foi avaliada tanto
na presenga quanto na auséncia de opsoninas, e todo o restante do
procedimento foi realizado conforme o teste de fagocitose descrito no item

3.10.

3.13. Producédo do peroxido de hidrogénio pelos macrofagos

peritoneais

A produgdo do perdéxido de hidrogénio (H2O2) foi quantificada no

sobrenadante das culturas dos macrofagos peritoneais, apos 1h de incubacgéo,
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pela microtécnica de oxidagdo do vermelho de fenol pela peroxidase na
presenca de H,O, (Pick e Mizel, 1981).

Apods coleta e processamento dos macrofagos como descrito nos itens
3.9 e 3.10, 1,5 x 10° células em 200 pl de RPMI 1640, pH 7,2, sem soro fetal
bovino eram distribuidas, em ftriplicata, por escavacado, em placas estéreis de
cultura de 96 escavacgdes, de fundo chato (TPP — Zellkultur Testplate — Suiga).
A placa era incubada por 1 hora em camara umida, a 37°C, em atmosfera de
5% de CO2 em ar, para a aderéncia dos macrofagos. Apds incubacdo, as
escavacgdes eram lavadas 3 vezes com STF, pH 7,2, a 37 °C, e incubadas com
vermelho de fenol a 1% e peroxidase tipo 1 RZ 1.3, correspondendo a 19
unidades de purpurogalina/mL (Sigma, EUA), na presenga ou n&o de 20 nM de
acetato de forbol miristato (PMA) (Sigma, EUA), por 60 minutos, em camara
umida, a 37°C, contendo 5% de CO2 em ar. A reacéo era interrompida com 10
pl de NaOH 1N e, em seguida, a leitura era realizada em espectrofotémetro de
placa (Biorad) com filtro de 590 nm. Os testes foram realizados em ftriplicata e

os resultados foram expressos em micromoles de H,O, (uM).

3.14. Curva-padrao para a determinacdo do peréxido de

hidrogénio

A curva-padrao para os experimentos de H,O, foi preparada a partir de
uma solugao estoque de H,O, (Sigma, EUA) na concentragdo de 10 mM diluida
seriadamente na proporcao de 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e
1:6400, respectivamente, 100 uM, 50 yM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 yM e

1,56 uM, com vermelho de fenol acrescido de peroxidase, correspondendo a 19
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unidades de purpurogalina/mL. O padrdao 0 uM foi preparado com vermelho de
fenol sem peroxidase. A curva foi entdo distribuida em triplicata na placa de 96
escavagoes, logo apdés a dultima incubagcdo referida no item 3.12 e

anteriormente ao acréscimo de NaOH 1N.

3.15. Padronizacao da dose O0tima de acetato de forbol miristato
(PMA) para determinar a producdo do peréxido de
hidrogénio pelos macrofagos peritoneais de

camundongos

Para a determinacdo da curva de dose-resposta mais adequada para a
utilizagado nos experimentos de peréxido de hidrogénio foram coletados um pool
de macréfagos peritoneais de 3 camundongos Swiss, em STF, gelada,
centrifugados a 4°C em 200g, durante 10 minutos, quantificados em cédmara de
Neubauer e ressuspensos para 1,5x10° células em 200 pL de RPMI 1640, pH
7,2, a 4°C sem soro fetal bovino e distribuidos em placas estéreis de cultura de
96 escavacgdes de fundo chato. A placa foi incubada por 1 hora em camara
umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar, para a aderéncia dos
macrofagos. Apds incubacédo, as escavagdes foram lavadas 3 vezes com STF,
pH 7,2, a 37°C, e incubadas sem ou com as concentrag¢des de 0,2 nM, 10 nM,
20 nM, 40 nM, 80 nM, 200 nM e 2000 nM de PMA e na presenca de vermelho
de fenol a 1% e peroxidase tipo 1 RZ 1.3, correspondendo a 19 unidades de
purpurogalina/mL, por 60 minutos, em camara umida, a 37°C, em atmosfera de
5% de CO, em ar. A reacgao foi interrompida com 10 yL de NaOH 1N e, em

seguida, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro de placa (Biorad) com
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filtro de 590 nm. Os testes foram realizados em ftriplicata e os resultados foram
expressos em densidade o6ptica (DO). A solugao de vermelho de fenol foi
preparada utilizando-se 19 unidades de purpurogalina/mL e a curva-padrao foi
preparada conforme descrito anteriormente.

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais
apresentaram, apds estimulo com PMA, a média + DP (DO) da concentragéo
de H,O, de 0,307 + 0,010 quando utilizada a concentragao de 0,2 nM; de 0,311
+ 0,005 para 10 nM; de 0,343 = 0,001 para 20 nM; de 0,276 £ 0,032 para 40
nM; de 0,341 + 0,001 para 80 nM; de 0,338 £ 0,001 para 200 nM; e de 0,335 +
0,009 para 2000 nM. Os estimulos com 20 nM e 80 nM apresentaram as
melhores respostas. Como as concentragcdes de 40 nM, 200 nM e 2000 nM
apresentaram uma média mais baixa, estando o estimulo de 80 nM entre elas,
foi padronizado utilizar, nos experimentos, 20 nM de PMA por escavacgao, para

avaliacdo da produgao de peroxido de hidrogénio.

3.16. Producéao de oxido nitrico pelos macréfagos peritoneais

A producdo de oxido nitrico (ON) pelos macréfagos peritoneais foi
avaliada de forma indireta no sobrenadante das culturas utilizando a reacao de
Griess (Green e cols, 1981), uma vez que esta molécula é instavel e
rapidamente decomposta em nitrato e nitrito.

Apos coleta e processamento dos macrofagos como descrito no item 3.9
e 3.10, 1,5 x 10° macréfagos em um volume final de 200 pl de RPMI 1640, pH
7,2, a 4°C, sem soro fetal bovino eram distribuidos, em ftriplicata, em placas

estéreis de cultura com 96 escavagbes de fundo chato (TPP — Zellkultur
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Testplate — Suica). Os macrofagos eram, entdo, incubados por 1 hora em
camara umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar, para a etapa de
aderéncia.

Apods incubacdo, as escavacdes eram lavadas 1 vez com STF, pH 7,2, a
37°C, depois incubadas por 24 horas com ou sem estimulos diluidos em um
volume final de 200 pl de RPMI 1640, pH 7,2, a 37°C, com 10% de soro fetal
bovino. Além da producdo basal de ON, estimulos foram adicionados as
escavacgdes, em ftriplicata, para se avaliar também a producdo de ON pelos
macrofagos apos estimulagédo. Os estimulos utilizados foram 10 ug/ml de LPS
(Sigma, EUA), ou 10 ng/ml de IFN-y (Sigma, EUA), ou, ainda, ambos os
estimulos combinados.

Apos 24 horas de incubacéao, a placa era centrifugada por 10 minutos a
200g e 100 pl do sobrenadante das culturas eram transferidos para outra placa,
onde 100 ul do reagente de Griess (1-N naftiletileno diamina dihidrocloridro a
0,1%, sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 2,5%) era adicionado a cada escavacgao. A
reacao era imediatamente lida em espectrofotbmetro de placa (Biorad) em
comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em

micromolar (uM).

3.17. Curva padréao para determinacdo da producdo de oxido

nitrico

A curva-padrao para os experimentos de oxido nitrico foi elaborada a
partir da diluigdo seriada de uma solugao de nitrito de sodio (NaNOz) 200 uM

na proporcao de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128, respectivamente, 100
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MM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM e 1,56 yM com agua destilada.

O padrao 0 uM foi preparado somente com agua destilada.

3.18. Padronizacao da dose o6tima de lipopolissacarideo (LPS) e
interferon-y (INF-y) para avaliar a producdo de Oxido

nitrico pelos macroéfagos peritoneais de camundongos

Para se determinar a concentracdo 6tima de interferon-y e
lipopolissacarideo, para serem utilizadas nos experimentos para determinacao
do oxido nitrico, foram coletados um pool de macréfagos peritoneais de 3
camundongos Swiss, em STF, gelada, centrifugados a 4°C em 200g, durante
10 minutos, quantificados em camara de Neubauer e distribuidos 1,5x10°
células por escavacdo em 200 uL de RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C, sem soro fetal
bovino, em placas de cultura de 96 escavacgoes, estéreis.

Apés a aderéncia em lamina, os macrofagos foram incubados por 24
horas, na auséncia ou na presenca de LPS (5 yg/mL, 10 yg/mL e 20 yg/mL)
elou INF-y (1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL e 20 ng/mL). A producé&o de ON foi
avaliada como acima descrito.

Para os macrofagos que foram submetidos ao estimulo com LPS, a
média + DP (DO) da producéao de 6xido nitrico no sobrenadante das culturas foi
de 598 * 13 para a concentragéo de 5 yg/mL, 591 + 24 para 10 yg/mL e 567 +
6 para 20 yg/mL. Quando o estimulo utilizado foi o INF-y, a média £ DP da DO
foi de 571 + 10 para a concentragao de 1 ng/mL, 594 + 6 para 5 ng/mL, 594 + 0
para 10 ng/mL e 585 = 5 para 20 ng/mL. Como as concentragbes de 5 e 10

ug/mL de LPS e 5 e 10 ng/mL de INF-y produziram as maiores respostas,
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acrescentamos as culturas de macrofagos peritoneais os dois estimulos
simultaneamente. A média £ DP da DO foi de 622 + 9 quando utilizadas as
concentragdes de 5 yg/mL de LPS com 5 ng/mL de INF-y; de 599 + 8 quando
utilizado 10 yg/mL de LPS com 5 ng/mL de INF-y; de 598 + 6 quando utilizado 5
yg/mL de LPS com 10 ng/mL de INF-y; e de 620 £ 5 quando utilizado 10 yg/mL
de LPS com 10 ng/mL de INF-y. Como o melhor resultado foi o do estimulo
com 10 yg/mL de LPS e 10 ng/mL de INF-y, foi padronizado utilizar estas

concentracdes nos experimentos para avaliagdo da produg¢ao do Oxido nitrico.

3.19. Producao de fator de necrose tumoral (FNT) nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais e

mensuracdo no soro dos camundongos

Através de um método de imunoensaio enzimatico (ELISA) (Ms TNF-q,
BioSource, Bélgica), avaliou-se a producdo de FNT nos sobrenadantes das
culturas de macrofagos peritoneais e nas amostras de soro dos camundongos
que foram coletadas sem anticoagulante no oitavo dia de infec¢do. Apds
coagulagao espontanea, a amostra era centrifugada para obtengao de soro e
mantida a - 70°C até a determinacao do FNT.

Os macréfagos eram coletados e processados como descrito nos itens
3.9 e 3.10, e 2x10° células eram distribuidas por escavacdo em 500 pL de
RPMI 1640, pH 7,2, a 4°C, sem soro fetal bovino. A placa era, entédo, incubada
por 2 horas em camara umida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, em air,
para a adesédo dos macréfagos. Apos incubacgao, as escavagdes eram lavadas

3 vezes com STF, pH 7,2, a 37°C, e os macrofagos incubados por 6 horas
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(Matic e Simon, 1991; Coelho, 2003), com ou sem 1 pg/mL de LPS (Otterlei e
cols, 1991), em RPMI 1640, pH 7,2, a 37°C, com 10% de soro fetal bovino.
Apoés incubacdo, a placa era centrifugada e 200 pL dos sobrenadantes
recuperados, acondicionados em eppendorfs € mantidos a —-70°C até a
determinacdo do FNT.

As amostras de soro e sobrenadante foram testadas no mesmo ensaio,
apo6s descongelamento prévio até a temperatura ambiente.

A determinacado do FNT foi realizada conforme instrucdes do fabricante.
Os padroes foram acrescentados em todas as placas nas concentracboes de
1250, 625, 321,5, 156,2, 78,1, 39,1, 19,5 e 0 pg/mL. As amostras de soro foram
diluidas ao meio com tampao de incubagdo e os sobrenadantes das culturas
foram diluidos ao meio com tampao diluente dos padrdes, distribuidas nas
placas contendo anticorpos policlonais anti-FNT adsorvidos nas paredes. Apds
incubacdo por 90 minutos em temperatura ambiente, com um segundo
anticorpo monoclonal biotinilado para FNT de camundongo, as escavagdes
foram lavadas 4 vezes com solugédo de lavagem e incubadas por 30 minutos
em temperatura ambiente com 100 yL de uma solugcdo de estreptavidina-
peroxidase. Uma segunda lavagem foi realizada 4 vezes com solugdo de
lavagem e a placa foi novamente incubada em temperatura ambiente, na
auséncia da luz, durante 30 minutos, acrescida de 100 pyL do cromogeno
estabilizado (tetrametilbenzidina) em cada escavagdo. Apos este periodo 100
ML da solucdo de interrupcdo foram adicionadas as escavacdes e a reacao
colorimétrica produzida foi avaliada utilizando um espectrofotdbmetro de placa

(Titertek) com filtro de 430 nm e a concentragao expressa em pg/mL.
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3.20. Analise estatistica

Previamente a aplicacdo dos testes estatisticos as variaveis foram
analisadas quanto a normalidade das amostras. Para analise comparativa entre
mais do que duas variaveis ndo relacionadas, com distribuicdo normal, foi
utilizado o teste ANOVA, seguido do método de Student-Newmann-Keuls. Para
comparagao multipla entre os grupos e para aquelas com distribuicdo néo
normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do método de Dunn.

Para comparacdo entre duas variaveis nao correlacionadas com
distribuicado normal foi utilizado o teste t de Student, e para as amostras com
distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

Considerando-se que a maioria das variaveis exibiu distribuicdo nao
gaussiana, os resultados foram uniformemente representados por meio da
mediana, quartis e extremos.

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

Para analisar a influéncia sobre a mortalidade nos grupos tratados ou
ndao com a talidomida foi realizada a curva de sobrevida pelo método de
Kaplan-Meier e a diferenca estatistica foi avaliada pelo teste de Logrank.

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

As analises foram realizadas empregando-se o software Graphpad

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



4.1 Curvade mortalidade

4.1.1 Influéncia da talidomida sobre a sobrevida de camundongos

Balb/C infectados pelo Plasmodium berghei ANKA

Para verificar a influéncia da talidomida sobre a sobrevida dos animais
malaricos foi analisada a mortalidade espontédnea dos camundongos Balb/C apds
a infeccdo com P. berghei ANKA, por meio de uma curva de mortalidade
computando diariamente o niumero de animais que morreram ao longo do tempo
entre os grupos infectados com Plasmodium berghei Anka e tratados (Pb+T, n=10)
ou nao (Pb, n=10) com talidomida.

Embora tenha havido um retardo de 3 dias no inicio da morte dos animais
do grupo Pb+T, ndo observamos alteragdo no tempo total de sobrevida dos
animais, sendo que os animais do grupo Pb morreram um dia apds os animais
tratados com talidomida. Os animais nao tratados comecaram a morrer no décimo
dia de infeccdo enquanto que os tratados apenas no décimo terceiro dia. No
vigésimo dia de infecgdo, 50% dos animais do grupo Pb e 70% dos animais do
grupo Pb+T haviam morrido. Com 27 dias de infec¢do, 90% dos animais dos dois
grupos estavam mortos, sendo que no trigésimo terceiro dia de infec¢do morreu o
ultimo animal do grupo Pb+T, enquanto que o ultimo animal do grupo Pb morreu
no trigésimo quarto dia de infecgdo. A curva de sobrevida foi feita pelo método de
Kaplan-Meier e a diferenga estatistica avaliada pelo teste de Logrank (p=0,67,

figura 2).
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Figura 2. Influéncia da talidomida na sobrevida de camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei
ANKA e tratados com talidomida — (Pb+T, n=10) ou agua destilada ------ (Pb, n=10). A curva de
sobrevida foi estabelecida pelo método de Kaplan-Meier e a diferenga estatistica avaliada pelo
teste de Logrank (p=0,67).

Para verificar a influéncia da talidomida quando os animais infectados
estavam usando concomitantemente sacarose foi avaliada também a sobrevida
comparando os grupos infectados com Plasmodium berghei ANKA e tratados com
talidomida e sacarose (Pb+T+S, n=9) ou apenas com sacarose (Pb+S, n=10).

Observamos que no grupo tratado apenas com a sacarose (Pb+S) os
animais comegaram a morrer no nono dia da infecgdo, enquanto que no grupo
tratado também com a talidomida (Pb+T+S) os animais comegaram a morrer com
onze dias de infeccdo. Com vinte dias de infec¢do, 50% dos animais do grupo
Pb+S e 33,4% dos animais do grupo Pb+T+S haviam morrido. No vigésimo quinto
dia de infecgao, todos os animais (100%) do grupo tratado apenas com sacarose
(Pb+S) ja haviam morrido, enquanto apenas 55,6% dos animais do grupo tratado

com talidomida e sacarose (Pb+T+S) estavam mortos. No trigésimo dia de
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infeccdo todos os animais deste ultimo grupo (Pb+T+S) ja haviam morrido. O
tratamento com talidomida dos animais utilizando sacarose aumentou em dois
dias o inicio da morte e em cinco dias a sobrevida dos animais em relacdo aos
que foram tratados apenas com a sacarose, de acordo com a curva de sobrevida
feita pelo método de Kaplan-Meier, sendo a diferenca estatistica analisada pelo

teste de Logrank (p=0,06, figura 3).
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Figura 3. Influéncia do tratamento com talidomida sobre a sobrevida de camundongos Balb/C
infectados pelo P. berghei ANKA utilizando concomitantemente sacarose. Os animais foram
tratados com talidomida em sacarose ------ (Pb+T+S, n=9) ou com sacarose — (Pb+S, n=10). A
curva de sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan-Meier e a diferenga estatistica avaliada
pelo teste de Logrank (p=0,06).

4.1.2 Influéncia da sacarose sobre a sobrevida de camundongos

Balb/C infectados pelo Plasmodium berghei ANKA

Para avaliar a influéncia da sacarose na mortalidade espontanea durante a

infeccdo malarica em camundongos Balb/C, dois grupos foram infectados e
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tratados (Pb+S, n=10) ou ndo (Pb, n=10) com sacarose.

Observamos que a utilizacdo de sacarose isoladamente diminuiu a
sobrevida dos animais infectados no grupo tratado com sacarose (Pb+S) os
animais comegaram a morrer no nono dia da infec¢cdo, enquanto que no grupo que
nao utilizou o agucar (Pb) os animais comegaram a morrer a partir do décimo dia
da infeccdo. No décimo quinto dia, 40% dos animais dos dois grupos haviam
morrido. No vigésimo quinto dia, 50% dos animais do grupo Pb e 100% dos
animais do grupo tratado com sacarose (Pb+S) haviam morrido. Com trinta e
quatro dias de infecgédo, todos os animais do grupo Pb ja haviam morrido. Os
animais que nao utilizaram a sacarose tiveram um retardo de um dia no inicio da
morte e de nove dias na sobrevida. A curva de sobrevida foi feita pelo método de
Kaplan-Meier e a diferenga estatistica pelo teste de Logrank (p=0,03, figura 4).
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Figura 4. Influéncia da sacarose sobre a sobrevida de camundongos Balb/C infectados pelo P.
berghei ANKA. Os animais foram tratados com sacarose — (Pb+S, n=10) ou 4gua destilada ------
(Pb, n=10). A curva de sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan-Meier e a diferenca
estatistica foi avaliada pelo teste de Logrank (p=0,03).
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Para avaliar se a sacarose teve alguma influéncia na resposta dos animais
infectados e tratados com talidomida foram estudados camundongos infectados e
tratados com talidomida utilizando (Pb+T+S, n=9) ou n&o (Pb+T, n=10),
concomitantemente, a sacarose. Observamos que os animais do grupo tratado
com a sacarose (Pb+T+S) comecaram a morrer com onze dias de infecgao,
enquanto que os animais do grupo que nao utilizou a sacarose (Pb+T) comegaram
a morrer com treze dias de infecgdo. No décimo oitavo dia, 50% dos animais do
grupo Pb+T e 11,2% dos animais do grupo Pb+T+S haviam morrido. No vigésimo
quinto dia de infecgéo, 70% dos animais do grupo Pb+T e 66,7% dos animais do
grupo Pb+T+S estavam mortos. Apds 29 dias de infecgdo, todos os animais do
grupo Pb+T+S estavam mortos enquanto que animais do grupo Pb+T
sobreviveram até o trigésimo terceiro dia da infeccdo. Embora a associagao de
sacarose ao tratamento com talidomida tenha adiantado em dois dias o inicio da
morte e diminuido em quatro dias a sobrevida, ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos tratados com talidomida associada ou ndo a sacarose. A curva de
sobrevida foi feita pelo método de Kaplan-Meier e a diferenca estatistica foi

avaliada pelo teste de Logrank (p=0,61, figura 5).
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Figura 5. Influéncia da sacarose na sobrevida de camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei
ANKA e tratados concomitantemente com talidomida. Os animais foram tratados com talidomida e
sacarose — (Pb+T+S, n=9) ou apenas com talidomida ------ (Pb+T, n=10). A curva de sobrevida
foi realizada pelo método de Kaplan-Meier e a diferenga estatistica avaliada pelo teste de Logrank
(p=0,61).

41.3 Influéncia da talidomida diluida em sacarose sobre a sobrevida
dos camundongos Balb/C infectados pelo Plasmodium berghei

ANKA

Para verificar a influéncia da talidomida diluida em sacarose na sobrevida,
dois grupos de camundongos Balb/C foram infectados com Plasmodium berghei
ANKA, tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=9) ou ndo (Pb, n=10), e

foi avaliada a mortalidade espontanea.

No grupo Pb, o inicio da morte ocorreu com 10 dias de infecgédo, enquanto
que no grupo Pb+T+S os animais comegaram a morrer no décimo primeiro dia da

infeccdo. Com 20 dias, 40% dos animais do grupo Pb e 34% dos animais do grupo
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P+T+S ja haviam morrido. Com 29 dias de infeccdo 100% dos animais do grupo
Pb+T+S e 90% dos animais do grupo Pb estavam mortos. No trigésimo quarto dia

da infecgao todos os animais tratados com agua destilada (Pb) estavam mortos.

O tratamento com talidomida em sacarose retardou em um dia o inicio da
morte, entretanto ndo aumentou a sobrevida dos camundongos Balb/C infectados.
Nao houve diferenga estatistica entre os grupos comparados. A curva de
sobrevida foi feita pelo método de Kaplan-Meier e a diferenca estatistica foi

avaliada pelo teste de Logrank (p=0,86, figura 6).
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Figura 6. Influéncia do tratamento com talidomida diluida em sacarose sobre a sobrevida de
camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei ANKA. Os animais foram tratados com &gua
destilada — (Pb, n=10) ou com talidomida em sacarose ------ (Pb+T+S, n=9). A curva de sobrevida
foi feita pelo método de Kaplan-Meier e a diferenga estatistica avaliada pelo teste de Logrank
(p=0,86).
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4.1.4 Influéncia da talidomida sobre a sobrevida dos camundongos

CBA infectados pelo Plasmodium berghei ANKA

Para os camundongos CBA, a curva de mortalidade espontanea foi
realizada utilizando um grupo de camundongos infectados e tratados com
talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=8) e o outro tratado apenas com sacarose
(Pb+S, n=8). Os animais dos dois grupos comegaram a morrer no nono dia de
infeccdo. No décimo sexto dia, 75% dos animais do grupo tratado apenas com a
sacarose (Pb+S) e 25% dos animais do grupo tratado com a associacdo de
talidomida com sacarose (Pb+T+S) haviam morrido. Ndo houve aumento da
sobrevida dos animais, uma vez que no vigésimo terceiro dia de infec¢ao todos os
animais, de ambos o0s grupos, morreram. A curva de porcentagem de
sobrevivéncia cumulativa foi feita pelo método de Kaplan-Meier e a diferencga

estatistica foi avaliada pelo teste de Logrank (p=0,13, figura 7).
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Figura 7. Influéncia do tratamento com talidomida diluida em sacarose na sobrevida de
camundongos CBA infectados pelo P. berghei ANKA e tratados com talidomida em sacarose —
(Pb+T+S, n=8) ou com sacarose ------ (Pb+S, n=8). A curva de sobrevida foi realizada pelo método
de Kaplan-Meier e a diferenca estatistica foi avaliada pelo teste de Logrank (p=0,13).

4.2 Evolucdo do peso dos camundongos Balb/C e CBA infectados pelo

Plasmodium berghei ANKA

Para avaliar a influéncia da talidomida, da sacarose e da combinagao de
ambas sobre a evolugao do peso dos camundongos Balb/C na infecgdo malarica,
39 animais foram infectados com Plasmodium berghei ANKA e separados em trés
grupos de tratamento: Grupo Pb+T, no qual 10 animais infectados com
Plasmodium berghei foram tratados com talidomida em agua destilada. Grupo
Pb+T+S, no qual 9 animais infectados com P. berghei foram tratados com

talidomida em solucédo de sacarose; Grupo Pb+S, no qual 10 animais infectados
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com P. berghei receberam apenas sacarose. E, grupo Pb, no qual 10 animais
infectados com P. berghei foram tratados com agua destilada.

Dos camundongos CBA, 16 animais foram infectados pelo P. berghei
ANKA, sendo que 8 animais foram tratados com talidomida diluida em solugéo de
sacarose (Pb+T+S) e 8 animais foram tratados apenas com solugéo de sacarose
(Pb+S).

Nao houve diferenca na média + DP do peso no dia zero entre os
camundongos Balb/C infectados nao tratados ou tratados com talidomida (Pb x
Pb+T), e os grupos infectados tratados com sacarose ou com talidomida em
sacarose (Pb+S x Pb+T+S) (p=0,76 e 0,34, teste t, respectivamente).

Porém, houve diferenca entre os pesos dos animais no dia zero para os
grupos infectados ndo tratados ou tratados com talidomida em sacarose (Pb x
Pb+T+S), os grupos infectados n&o tratados ou tratados com sacarose (Pb x
Pb+S) e os grupos infectados tratados com talidomida ou talidomida em sacarose
(Pb+T x Pb+T+S) (p=0,009, 0,0001 e 0,05, teste t, respectivamente). Para permitir
a comparagao entre os grupos foi avaliada a variagdo percentual do peso (A%=
peso final (pf) menos o peso inicial (pi) dividido pelo peso inicial).

Nao houve diferenca na média + DP de peso no dia zero para os
camundongos CBA (p= 0,77, pelo teste t).

Observou-se que a infecgdo malarica promoveu perda de peso progressiva
independente do tratamento utilizado tanto nos camundongos Balb/C (Pb:
p<0,0001, ANOVA e Pb+T, Pb+T+S e Pb+S: p<0,0001, Kruskal-Wallis, figuras 8 e
9) quanto nos camundongos CBA (Pb+T+S e Pb+S: p<0,0001, Kruskal-Wallis,

figura 13).
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4.2.1 Influéncia da talidomida na evolugéo do peso dos camundongos

Balb/C

Quatro grupos de camundongos Balb/C foram infectados com o objetivo de
avaliar a influéncia da talidomida na evolugcdo do peso. Comparou-se a evolugao
do peso entre os grupos tratado (Pb+T, n=10) ou ndo com talidomida (Pb, n=10), e
entre os grupos tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=9) ou apenas
com sacarose (Pb+S, n=10).

Com a utilizagdo isolada da talidomida, observamos que esta droga foi
capaz de diminuir a perda de peso dos animais malaricos. A partir do décimo
quinto dia da infecgdo, os camundongos tratados somente com talidomida
apresentaram uma menor perda de peso (média £ DP do A%: -0,124g+0,054g) em
relacdo ao grupo nao tratado (Pb) (média £ DP do A%: -0,216g+0,102g), sendo a
diferenca significante a partir do décimo oitavo dia da infecgdo (média + DP do A%
do grupo Pb: -0,271g+0,084g e média + DP do A% do grupo Pb+T: -
0,161g+0,034g; p=0,041, teste t, figura 8).

Entretanto, quando esta droga foi diluida em solugdo de sacarose,
observamos maior perda de peso dos animais tratados com a talidomida nas fases
tardias da infecgdo. A perda de peso foi significante a partir do décimo quarto dia
de infecgado para o grupo tratado com a talidomida e sacarose em relagdo ao

grupo tratado apenas com sacarose (média £+ DP do A% do grupo Pb+T+S: -
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0,204g+,122g e média £ DP do A% do grupo Pb+S: -0,067+0,048g; p=0,016, teste

t, figura 9).
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Figura 8. Variagao percentual do peso dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA
tratado (Pb+T) ou ndo (Pb) com talidomida. Até o décimo sétimo dia de infeccao nado houve
diferenca estatistica entre as médias + DP do A% de peso (p>0,05, teste t). Do décimo oitavo até o
vigésimo segundo dia de infecgdo, o grupo Pb+T perdeu menos peso do que o grupo Pb (p<0,05,
Mann-Whitney).
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Figura 9. Variagao percentual do peso dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA
tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S) ou apenas com sacarose (Pb+S). Até o décimo
terceiro dia de infecgdo ndo houve diferenca estatistica entre as médias + DP do A% de peso
(p>0,05, teste t). A partir do décimo quarto até o vigésimo segundo dia de infecgéo, o grupo Pb+S
perdeu menos peso do que o grupo Pb+T+S (p<0,05, teste t).
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4.2.2 Influéncia da sacarose na evolucao do peso dos camundongos

Balb/C

Para avaliar a influéncia da sacarose na evolugdo do peso dos
camundongos Balb/C durante a infecgdo malarica, dois grupos foram infectados
com Plasmodium berghei Anka e tratados da seguinte maneira: em um deles foi
administrada solugdo de sacarose (Pb+S, n=10) e no outro foi administrada
apenas agua destilada (Pb, n=10). Dois outros grupos de animais infectados foram
acrescentados, dos quais um foi tratado com talidomida diluida em agua destilada
(Pb+T, n=10) e no outro a talidomida foi diluida em sacarose (Pb+T+S, n=9).

A utilizacdo de sacarose isoladamente protegeu da perda de peso nas
fases tardias da infecgcdo, embora tenha aumentado a perda de peso nas fases
iniciais da infeccdo malarica. Este grupo apresentou significante perda de peso até
o décimo primeiro dia da infeccdo (média + DP do A%: -0,186g+0,024g) em
relagdo ao grupo que recebeu apenas agua (média £ DP do A%:-0,111g+0,074Q)
(p=0,052, teste t, figura 10). Nao houve variagao significante da perda de peso
nos décimo segundo e décimo terceiro dias (p>0,05, teste t e Mann-Whitney,
respectivamente), porém, a partir do décimo quarto dia de infecgdo, o grupo que
recebeu agua apresentou maior perda de peso (média + DP do A%: -
0,192g+0,039g) do que grupo tratado com sacarose (média £+ DP do A%: -
0,067g+0,063g) (p=0,035, Mann-Whitney).

A talidomida diluida em sacarose agravou a perda de peso dos animais.
Entre os terceiro e oitavo dias e a partir do décimo quarto dia de infecgao, o grupo

tratado com talidomida (Pb+T) apresentou menor perda de peso em relagdo ao
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grupo tratado com talidomida em sacarose (Pb+T+S) (média £ DP do A% nos 3°,
8° e 14° dias do grupo Pb+T: 0,1069+0,077g, -0,111g+0,069g e -0,101g+0,052q,
respectivamente; média + DP do A% nos 3°, 8° e 14° dias do grupo Pb+T+S:
0,002g+0,058g, -0,182g+0,073g e -0,2049+0,122g, respectivamente; p<0,05,
Mann-Whitney, para os 3° e 8° dias, e teste t para o 14° dia, figura 11). Entre os
nono e décimo terceiro dias ndo houve diferenga na média £ DP do A% do peso

entre os animais dos grupos Pb+T+S e Pb+T.

0.40 9
0.35 1
0.30 4
0.25 4
0.20 1
0.15 1
0.10 4
0.054
0.00

117
AR RS RS R F R S EEEEE
B

-0.304
-0.35
-0.40 4

Balb/C

A % de peso durante os dias de infecgao

® Pb+S

Figura 10. Variagdo percentual do peso dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei
ANKA e tratados com sacarose (Pb+S) ou agua destilada (Pb). Até o décimo primeiro dia de
infeccdo Pb+S perdeu mais peso do que o grupo Pb (p<0,05, teste t). Ndo houve diferenga
estatistica entre as médias + DP do A% de peso nos décimo segundo e décimo terceiro dias
(p>0,05, teste t e Mann-Whitney). A partir do décimo quarto até o vigésimo segundo dia de
infecgao, o grupo Pb+S perdeu menos peso do que o grupo Pb (p<0,05, Mann-Whitney).
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Figura 11. Variagdo percentual do peso dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei
ANKA e tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S) ou com talidomida (Pb+T). Entre os
terceiro e o oitavo dias e apds o décimo quarto dia de infecgdo os animais do grupo Pb+T+S
perderam mais peso do que o grupo Pb+T (p<0,05, teste t e Mann-Whitney). Nao houve diferenga
estatistica entre as médias + DP do A% de peso entre os nono e décimo terceiro dias (p>0,05,
teste t e Mann-Whitney).

4.2.3 Influéncia da talidomida diluida em sacarose na evolugdo do

peso dos camundongos Balb/C

Para avaliar a influéncia da talidomida diluida em sacarose na variagao do
peso dos camundongos Balb/C na infecgdo maléarica, dois grupos foram
infectados, sendo um tratado com talidomida e sacarose (Pb+T+S, n=9) enquanto
que o outro grupo recebeu apenas agua destilada (Pb, n=10).

Houve menor perda de peso apenas entre o terceiro e o oitavo dias de
infeccdo pelo grupo Pb (média do A% do grupo Pb nos 3° e 8° dias:
0,084g+0,073g e -0,080g+0,104g, respectivamente; média do A% do grupo

Pb+T+S nos 3° e 8° dias: 0,002g+0,058g e -0,182g+0,073g; p<0,05, Mann-
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Whitney, figura 12). A partir do décimo primeiro dia ndo se detectou diferenga na

perda de peso entre os dois grupos.
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Figura 12. Variagdo percentual do peso dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei
ANKA e tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S) ou agua destilada (Pb). Entre os terceiro e
o oitavo dias os animais do grupo Pb apresentaram menor perda de peso do que os do grupo
Pb+T+S (p<0,05, Mann-Whitney e teste t). A partir do nono dia de infecgdo nao houve diferenca na
média £ DP do A% do peso (p>0,05, Mann-Whitney e teste t).

4.2.4 Influéncia da talidomida na evolugéo do peso dos camundongos

CBA

Para avaliar a influéncia da talidomida na variacdo do peso de
camundongos CBA na infec¢gdo malarica, dois grupos foram infectados, sendo um
tratado com talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S, n=8) enquanto que o outro
grupo recebeu apenas sacarose (Pb+S, n=8).

A talidomida aumentou a perda de peso nos nono e décimo terceiro dias de
infeccdo malarica (média + DP do A% do grupo Pb+T+S nos 9° e 13° dias: -
0,102g+0,050g e -0,077g+0,0449, respectivamente; média £ DP do A% do grupo

Pb+S nos 9° e 13° dias: -0,0569+0,034g e -0,0159+0,008g, respectivamente;
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p=0,042 para o nono dia e p=0,016 para o décimo terceiro dia, Mann-Whitney,

figura 13). Nenhum outro dia apresentou diferenga na média do A% do peso.
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Figura 13. Variagcédo percentual do peso dos camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA
e tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S) ou com sacarose (Pb+S). Nos nono e décimo
terceiro dias os animais do grupo Pb+S apresentaram menor perda de peso do que os do grupo
Pb+T+S (p<0,05, Mann-Whitney). Nos outros dias ndo houve diferenga na média + DP do A% do
peso (p>0,05, Mann-Whitney e teste t).

425 Comparacédo da influéncia da talidomida na evolu¢cdo do peso

entre camundongos Balb/C e CBA

A evolugao do peso dos camundongos Balb/C e CBA infectados e tratados
com talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S, n=9 e 8, respectivamente) ou
somente com sacarose (Pb+S, n=10 e 10, respectivamente) também foram
comparados.

Os animais Balb/C tratados com talidomida em sacarose apresentaram

maior perda de peso entre os quinto e oitavo dias e décimo terceiro e décimo
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quarto dias de infeccdo em relacdao aos CBA submetidos ao mesmo tratamento
(p<0,05, teste t e Mann-Whitney, figura 14).

Os animais do grupo Balb/C tratados apenas com sacarose também
perderam mais peso do que os camundongos CBA (Pb+S) submetidos ao mesmo
tratamento, sendo a diferenga significante a partir do sexto até o décimo terceiro
dia de infecgédo (p<0,05, teste t e Mann-Whitney). Apenas no décimo quarto dia
nao houve diferenga entre as médias + DP do A% do peso entre os camundongos
Balb/C e CBA para o tratamento apenas com sacarose (p>0,05, Mann-Whitney,

figura 15).
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Figura 14. Variagdo percentual do peso dos camundongos Balb/C e CBA infectados com P.
berghei ANKA e tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=9 e 8, respectivamente). Entre
0s quinto e oitavo dias e no décimo terceiro e décimo quarto dias de infeccdo os camundongos
Balb/C perderam mais peso que os CBA (p<0,05, teste t e Mann-Whitney).
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Figura 15. Variagdo percentual do peso dos camundongos Balb/C e CBA infectados com P.
berghei ANKA e tratados com sacarose (Pb+S, n=10 e 10, respectivamente). Entre os sexto e
décimo terceiro dias de infecgdo os camundongos Balb/C perderam mais peso que os CBA
(p<0,05, teste t e Mann-Whitney).

4.3 Evolucdo do hematocrito nos camundongos Balb/C e CBA infectados

pelo Plasmodium berghei ANKA

Durante a curva de sobrevida dos camundongos Balb/C e CBA, avaliou-se
a evolugdo do hematdcrito nos 4°, 9°, 15° e 21° dias para os camundongos
Balb/C, e nos 4° e 9° dias para os camundongos CBA. O vigésimo primeiro e o
nono dias foram escolhidos como limitrofes para avaliagcdo do hematécrito para o
Balb/C e para o CBA, respectivamente, pois até este dia ainda havia numero de
animais suficiente para comparacao.

O objetivo desta mensuracédo foi avaliar a influéncia da talidomida, da
sacarose e da combinacao de ambas sobre a evolugdo do hematdcrito na infecgao
malarica nestes modelos experimentais. Para tanto, 39 camundongos Balb/C

infectados com Plasmodium berghei ANKA foram divididos para os seguintes
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tratamentos: talidomida (Pb+T; n=10), talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S,
n=9), sacarose (Pb+S; n=10) ou agua destilada (Pb; n=10). Para os camundongos
CBA, 16 animais foram infectados, avaliando-se a evolugao do hematdcrito para
0s seguintes tratamentos: talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S; n=8) ou
sacarose (Pb+S; n=8).

Houve diminuicao significante da mediana dos hematécritos dos animais de
todos os grupos para dos camundongos Balb/C e CBA (p<0,05, ANOVA ou
Kruskal-Wallis, figura 16).

Nos camundongos Balb/C, o grupo Pb+T apresentou redugao de 76,2% na
mediana do hematdcrito do quarto até o vigésimo primeiro dia de infecgéo
(mediana do quarto dia: 63% e mediana do vigésimo primeiro dia: 15%) enquanto
que os animais do grupo Pb+T+S apresentaram redugdo de 79,6% (mediana do
quarto dia: 54%; mediana do vigésimo primeiro dia: 11%) (p<0,0001, ANOVA,
figura 16A e 16B). Os animais do grupo Pb+S apresentaram redugao de 79% na
mediana do hematdcrito do quarto (52,5%) até o vigésimo primeiro dia de infecgéo
(11%) (p=0,002, ANOVA, figura 16C) enquanto que camundongos do grupo Pb
apresentaram redugao de 60,8% (mediana do 4° dia: 65% e mediana do 21° dia:
25,5%) (p<0,0001, Kruskal-Wallis, figura 16D).

Nos camundongos CBA, o grupo Pb+T+S apresentou redugao de 29,8% na
mediana do hematécrito do quarto (52%) para o nono dia de infecgdo (36,5%)
(p=0,0001, teste t, figura 17A). O grupo Pb apresentou reducdo de 14,2% na
mediana do hematécrito do quarto (56,5%) para nono dia de infecgao (48,5%)

(p=0,03, Mann-Whitney, figura 17B).
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Figura 16. Influéncia do tratamento com talidomida, com sacarose, com talidomida diluida em
sacarose e com agua destilada sobre o hematdcrito de camundongos Balb/C infectados com
Plasmodium berghei ANKA nos 4°, 9°, 15° e 21° dias de infec¢do. A) Hematdcrito do grupo tratado
com talidomida (Pb+T); p<0,0001. B) Hematdcrito do grupo tratado com talidomida em sacarose
(Pb+T+S); p<0,0001. C) Hematocrito do grupo tratado com sacarose (Pb+S); p=0,002. D)
Hematécrito do grupo tratado com agua (Pb); p<0,0001. Todas as analises foram realizadas pelo
teste de ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagao entre os dias
para todos os tratamentos, exceto para o grupo Pb onde foi usado o teste de Kruskal-Wallis
seguido do método de Dunn.
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Figura 17. Influéncia do tratamento com talidomida em animais concomitantemente tratados com
sacarose sobre o hematécrito de camundongos CBA infectados por Plasmodium berghei ANKA
nos 4° e 9° dias de infeccdo. A) Hematdcrito do grupo tratado com talidomida em sacarose
(Pb+T+S); p=0,0001, teste t. B) Hematécrito do grupo tratado com sacarose (Pb+S); p=0,03, teste
Mann-Whitney.
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4.3.1 Influéncia da talidomida sobre a evolucdo do hematdcrito em

camundongos Balb/C

Para verificar a influéncia da talidomida sobre a evolugao do hematécrito
nos animais malaricos foi avaliado o hematécrito dos animais infectados com
Plasmodium berghei ANKA e tratados (Pb+T, n=10) ou nao (Pb, n=10) com
talidomida. Para verificar a influéncia da talidomida no hematdcrito quando os
animais infectados estavam recebendo concomitantemente sacarose foram
comparados os grupos infectados e tratados com talidomida em sacarose
(Pb+T+S, n=9) ou apenas com sacarose (Pb+S, n=10).

Nao houve diferenca estatistica significante entre as medianas dos
hematdcritos coletados nos quarto, nono, décimo quinto e vigésimo primeiro dias
dos grupos Pb+T e Pb e dos grupos Pb+T+S e Pb+S (p>0,05, teste t e Mann-
Whitney, figura 18 e 19, respectivamente). Entretanto, no vigésimo primeiro dia a
comparagao entre as medianas dos hematdcritos do grupo Pb+T e Pb mostrou
maior redugdo na mediana no grupo tratado com talidomida (Pb+T) (mediana:

15% e 25,5%, respectivamente; p=0,051, Mann-Whitney).
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Figura 18. Analise comparativa entre os hematocritos dos 4°, 9°, 15° e 21° dias apds infecgéo pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos Balb/C tratados com talidomida (Pb+T) ou agua
destilada (Pb). A diminuigdo do hematdcrito foi progressiva nos dois grupos, porém nao houve
diferenga estatistica significante entre os tratamentos nos diversos dias entre os grupos Pb+T e Pb,
exceto para o vigésimo primeiro dia. As analises do 4° dia foram realizadas pelo teste t e dos
demais dias pelo teste Mann-Whitney (p>0,05).
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Figura 19. Andlise comparativa entre os hematdcritos dos 4°, 9°, 15° e 21° dias ap6s infecgéo pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos Balb/C tratados com talidomida em sacarose
(Pb+T+S) ou somente com sacarose (Pb+S). A diminuigdo do hematdcrito foi progressiva nos dois
grupos, porém nao houve diferenca estatistica significante quando comparados os tratamentos. As
analises do 4° dia foram realizadas pelo teste t e dos demais dias pelo teste Mann-Whitney
(p>0,05).
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4.3.2 Influéncia da sacarose sobre a evolucdo do hematocrito em

camundongos Balb/C

Para se avaliar a influéncia da sacarose sobre a evolucdo do hematdcrito
durante a infecgdo malarica em camundongos Balb/C, dois grupos foram
infectados e tratados com sacarose (Pb+S, n=10) ou com agua destilada (Pb,
n=10). Ainda, para avaliar a influéncia da sacarose no tratamento com talidomida,
dois grupos de camundongos Balb/C foram infectados e tratados com talidomida
(Pb+T, n=10), sendo um deles tratado também com sacarose (Pb+T+S, n=9).

Como os grupos comparados apresentavam variagdo no hematocrito inicial,
foi avaliada a variagdo percentual expressa pelo hematdcrito final (Hf) menos o
hematdcrito inicial (Hi) dividido pelo hematdcrito inicial (A%: (hf-hi)/hi).

Nao houve diferenga estatistica significante no hematdcrito do nono e
décimo quinto dias entre o grupo tratado com sacarose (Pb+S) e o grupo tratado
com agua destilada (Pb) (p>0,05, Mann-Whitney) (média do A% do 9° dia: -
0,46%+0,13% e -0,42%%0,11%; média do A% do 15° dia: -0,54%%0,07% e -
0,56%+0,06%, respectivamente). Porém, no vigésimo primeiro dia o grupo Pb+S
apresentou maior reducdo na média do hematdcrito com relagédo ao grupo Pb
(média do A%: -0,78%+0,02% e -0,62%0,12%, respectivamente, p=0,009, Mann-

Whitney, figura 20).
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Figura 20. Variagdo percentual dos hematdcritos dos 9°, 15° e 21° dias apods infecgdo pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos Balb/C tratados com sacarose (Pb+S) ou ndo (Pb). A
diminuicdo do hematdcrito foi progressiva nos dois grupos, porém nao houve diferenga estatistica
significante quando comparados os tratamentos (p>0,05, Mann-Whitney), exceto no 21° dia onde o
grupo Pb+S apresentou maior redugao na média do hematdcrito (média do A%: -0,78%10,02%) em
relagao ao grupo Pb (média do A% : -0,61%0,12%) (p=0,009, Mann-Whitney).

Quando a comparacéo foi realizada entre os grupos tratados com
talidomida em sacarose (Pb+T+S) ou apenas com talidomida em agua (Pb+T),
verificamos que nao houve diferenga estatistica significante na média do A% do

hematdcrito entre os dois grupos (p>0,05, Mann-Whitney e teste t, figura 21).
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Figura 21. Variagao percentual dos hematdcritos dos 9°, 15° e 21° dias apods infecgdo pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos Balb/C tratados com talidomida em sacarose
(Pb+T+S) ou com talidomida em agua destilada (Pb+T). A diminuicdo do hematdcrito foi
progressiva nos dois grupos, porém nao houve diferenga estatistica significante quando
comparados os tratamentos Pb+T+S x Pb+T (p>0,05, Mann-Whitney e teste t).

4.3.3 Influéncia da talidomida diluida em sacarose sobre a evolucédo

do hematécrito em camundongos Balb/C

Para verificar a influéncia da talidomida diluida em sacarose na evolugédo do
hematdcrito em camundongos Balb/C infectados pelo Plasmodium berghei ANKA,
os animais foram tratados com talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=9) ou agua
destilada (Pb, n=10).

Como os grupos comparados apresentavam variagédo no hematocrito inicial,
avaliou-se a variacéo percentual do hematocrito (A%=(hf-hi)/hi).

Houve diminuigdo progressiva do hematocrito em ambos os grupos, porém

nao houve diferenga estatistica significante entre os grupos Pb+T+S e Pb até o
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décimo quinto dia (média do A% do 9° dia: -0,45%+0,19% e -0,42%0,10%; média
do A% do 15° dia: -0,52%%0,13% e -0,56%+0,06%, respectivamente, p>0,05,
Mann-Whitney). Entretanto, no vigésimo primeiro dia o grupo Pb+T+S apresentou
maior reducdo do hematdcrito em relagdo ao grupo Pb (média do A%: -
0,77%0,06% e -0,62%+0,12%, respectivamente, p=0,01, Mann-Whitney, figura
22).
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Figura 22. Variagdo percentual do hematécrito nos 9° 15° e 21° dias apds infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos Balb/C tratados talidomida em sacarose (Pb+T+S)
ou agua destilada (Pb). A diminuicdo do hematdcrito foi progressiva nos dois grupos, porém nao
houve diferenca estatistica significante quando comparados os tratamentos Pb+T+S x Pb nos 9° e
15° dias (p>0,05, Mann-Whitney e teste t), exceto no 21° dia (p=0,01, Mann-Whitney).

4.3.4 Influéncia da talidomida sobre a evolu¢cdo do hematocrito em

camundongos CBA

Para verificar a influéncia da talidomida diluida em sacarose sobre a
evolugdo do hematdcrito nos camundongos CBA, foram comparados os

hematocritos coletados nos quarto e nono dias nos grupos infectados com
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Plasmodium berghei ANKA e tratados com talidomida diluida em sacarose
(Pb+T+S, n=8) ou apenas com sacarose (Pb+S, n=8).

Nao houve diferengca estatistica significante entre as medianas dos
hematdcritos do grupo Pb+T+S e do grupo Pb+S, nem no quarto nem no nono dia

(p=0,09, teste t; p=0,08, Mann-Whitney, respectivamente, figura 23).
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Figura 23. Analise comparativa entre os hematdcritos do 4° e 9° dias apds infeccao pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos CBA tratados com talidomida diluida em sacarose
(Pb+T+S) ou somente com sacarose (Pb+S). A diminuicdo do hematdcrito foi progressiva nos dois
grupos, porém ndo houve diferencga estatistica significante quando comparados os tratamentos. As
analises do 4° dia foram realizadas pelo teste t e do 9° dia pelo teste Mann-Whitney (p>0,05).

4.3.5 Comparacdo da evolucdo do hematdcrito nos camundongos

Balb/C e CBA

As medianas dos hematdcritos dos camundongos Balb/C e CBA infectados
e tratados com talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S, n=9 e 8,

respectivamente) ou somente com sacarose (Pb+S, n=10 e 8, respectivamente)
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também foram comparadas entre si para avaliar a influéncia da sacarose e da
talidomida em sacarose na evolugcdo do hematdcrito nestes dois modelos
experimentais.

Houve diferenca entre os hematécritos dos dois modelos estudados no
quarto (p=0,03, teste t) e no nono dia da infecgao (p<0,0001, teste t), sendo que a
reducédo na mediana do hematdcrito foi maior nos camundongos Balb/C (50,5%)
do que nos camundongos CBA (14,2%) (mediana no quarto dia: 52,5% e 56,5%;
mediana no nono dia: 26% e 48,5% respectivamente) (figura 24). Porém, para os
camundongos Balb/C e CBA tratados com talidomida em sacarose, no quarto dia,
nao houve diferengca entre as medianas do hematécrito (mediana: 54% e 52%,
respectivamente, p=0,62, teste t). Entretanto, no nono dia de infec¢gdo os
camundongos Balb/C apresentaram maior redu¢do do hematocrito (46,3%) do que
os camundongos CBA (29,8%) (mediana: 29% e 36,5%, respectivamente,

p=0,006, Mann-Whitney, figura 25).
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Figura 24. Andlise comparativa entre os hematdcritos do 4° e 9° dias apds infecgao pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos Balb/C (e) e CBA (e) tratados com sacarose (Pb+S,
n=10 e 8, respectivamente). No quarto e no nono dia houve influéncia do tratamento com sacarose
nos camundongos Balb/C e CBA (p<0,05, teste t). Os camundongos Balb/C apresentaram maior
redugdo da mediana do hematdcrito que os camundongos CBA.
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Figura 25. Analise comparativa entre os hematdcritos do 4° e 9° dias apds infeccao pelo
Plasmodium berghei ANKA em camundongos Balb/C (e) e CBA (e) tratados com talidomida diluida
em sacarose (Pb+T+S, n=10 e 8, respectivamente). No quarto dia ndo houve influéncia do
tratamento com talidomida em sacarose entre os camundongos Balb/C e CBA (p>0,05, teste t).
Porém, no nono dia de infeccdo os animais do modelo Balb/C apresentavam hematdcrito
significantemente menor do que os animais do modelo CBA (p=0,006, Mann-Whitney).

A maioria dos camundongos Balb/C dos grupos Pb+T+S e Pb+S morreu no
21° dia com a mediana do hematdcrito de 11%. A maioria dos camundongos CBA
morreu no 9° dia com a mediana do hematdcrito de 48,5% para o grupo Pb+S e
no 15° dia com mediana do hematdcrito de 25% para o grupo Pb+T+S. Os
camundongos CBA que sobreviveram até o 21° dia apresentavam mediana do

hematocrito em 21% e 23,5%, respectivamente.
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4.4 Evolucdo da parasitemia nos camundongos Balb/C e CBA infectados

pelo Plasmodium berghei ANKA

Para avaliar a influéncia da talidomida, da sacarose e da combinagao de
ambas sobre a evolugdo da parasitemia nos camundongos Balb/C durante a
infeccao malarica, 39 animais foram infectados com Plasmodium berghei ANKA e
separados em trés grupos: grupo Pb+T, no qual 10 animais foram infectados com
P. berghei e tratados com talidomida; grupo Pb+T+S, no qual 9 animais foram
infectados com P. berghei e tratados com talidomida em solucdo de sacarose;
grupo Pb+S, no qual 10 animais infectados com P. berghei receberam apenas
sacarose; e grupo Pb, no qual 10 animais infectados com P. berghei foram
tratados com agua destilada.

Dos camundongos CBA, 16 animais foram infectados pelo Plasmodium
berghei Anka, sendo que 8 animais foram tratados com talidomida diluida em
sacarose (Pb+T+S) e 8 animais foram tratados apenas com sacarose (Pb+S).

A parasitemia foi avaliada no sangue coletado da ponta da cauda nos 4°,
9°, 15° e 21° dias para os camundongos Balb/C, e nos 4° e 9° dias para os
camundongos CBA. O vigésimo primeiro e o nono dias foram escolhidos como
limitrofes para avaliagdo da parasitemia para o Balb/C e para o CBA,
respectivamente, pois ainda havia numero de animais para permitir a comparagao
entre os grupos.

Houve aumento da parasitemia em todos os grupos entre o quarto e o

vigésimo primeiro dia de infec¢do nos camundongos Balb/C (p<0,0001, Kruskal-
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Wallis) e entre o quarto e o nono dia de infeccdo para os camundongos CBA

(p<0,01, Mann-Whitney).

44.1 Influéncia da talidomida na evolugdo da parasitemia dos

camundongos Balb/C

Quatro grupos de camundongos Balb/C foram infectados com o objetivo de
avaliar a influéncia da talidomida e da talidomida em sacarose na evolugdo da
parasitemia. Comparou-se a evolugdo da parasitemia no grupo tratado com
talidomida (Pb+T, n=10) em relagdo ao grupo tratado apenas com agua (Pb,
n=10), e do grupo tratado com talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=9) em relacao
ao grupo tratado apenas com sacarose (Pb+S, n=10).

Nao houve diferenca na evolugédo da parasitemia entre os grupos tratados
com talidomida ou agua (p>0,05, teste t e Mann-Whitney, figura 26). Porém houve
uma tendéncia dos animais do grupo tratado apenas com agua apresentarem
parasitemia maior no quarto dia de infecg¢ao (p=0,06, teste t).

Para as animais tratados com talidomida em sacarose, verificamos que a
talidomida retardou o aumento da parasitemia no vigésimo primeiro dia em relagao
ao grupo tratado apenas com sacarose (p=0,02, Mann-Whitney, figura 27). A
parasitemia do grupo Pb+S foi 11,2% maior que a parasitemia do grupo Pb+T+S

neste dia.
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Figura 26. Influéncia da talidomida sobre a parasitemia (%) nos 4°, 9°, 15° e 21° dias da infecg¢ao
dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA, tratados (Pb+T) ou ndo (Pb) com
talidomida. Nao houve diferenca estatistica da parasitemia entre os dois grupos em nenhum dos
dias avaliados (p>0,05). Os testes utilizados foram o teste t para o quarto dia e o teste de Mann-
Whitney para os demais dias.

100 = p=0,02
90 « N
80 +
© 704
a
T
@ 604 . ¢
. °
E\c; ° ——
= 901 L ° et oo
IS L4 ° °
o] ° —— ]
= 40 4
g °
§ 304 . *
®eq0 . ®e .
20 [ ] °
10 - o 0 [ PS4 [ ]
R A aae .._._‘_°0°
0 T 240 »

L] L) L) L) L) L) L)
Pb+T+S 4 Pb+S 4 Pb+T+S 9 Pb+S 9 Pb+T+S 15 Pb+S 15 Pb+T+S 21 Pb+S 21

Figura 27. Influéncia da talidomida sobre a parasitemia (%) nos 4°, 9°, 15° e 21° dias da infecgcéo
dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA, tratados com talidomida diluida em
sacarose (Pb+T+S) ou apenas com sacarose (Pb+S). O tratamento com a talidomida retardou o
aumento da parasitemia no vigésimo primeiro dia (p=0,02, Mann-Whitney). Nao houve diferenca
estatistica da parasitemia entre os dois grupos nos outros dias (p>0,05). Os testes utilizados foram
o teste t para o décimo quinto dia e o teste de Mann-Whitney para os demais dias.
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4.4.2 Influéncia da sacarose na evolucdo da parasitemia dos

camundongos Balb/C

Para avaliar a influéncia da sacarose na evolugdo da parasitemia dos
camundongos Balb/C durante a infecgdo malarica, dois grupos foram infectados e
tratados da seguinte maneira: em um deles foi administrada apenas sacarose
(Pb+S, n=10) e no outro foi administrada apenas agua destilada (Pb, n=10). Para
avaliar a influéncia da sacarose na evolugao da parasitemia dos animais tratados
com talidomida, um grupo infectado foi tratado com talidomida (Pb+T, n=10) e o
outro com talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S, n=9).

Embora no limite da significancia estatistica, os animais tratados apenas
com sacarose apresentaram maior parasitemia no quarto dia de infecgdo em
relacdo aos animais nao tratados (p=0,053, Mann-Whitney, figura 28), n&o
apresentando diferenga estatistica nos outros dias. O grupo tratado com sacarose
apresentou mediana da variagdo percentual da parasitemia de 3% enquanto que o
grupo néo tratado apresentou a mediana de 1% no quarto dia de infecgao.

Quando a sacarose foi associada a talidomida também houve aumento
mais precoce da parasitemia em relagcdo aos animais tratados apenas com
talidomida, no quarto dia de infecgao (p<0,0001, teste t, figura 29). O grupo
tratado com talidomida em sacarose apresentou mediana da variagao percentual
da parasitemia de 4,8% enquanto que o grupo tratado apenas com talidomida

apresentou mediana de 0,6% no quarto dia de infecgéo.
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Figura 28. Influéncia da sacarose sobre a parasitemia (%) nos 4°, 9°, 15° e 21° dias da infeccéo
dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA, tratados com sacarose (Pb+S) ou nido
(Pb). Os animais tratados com sacarose apresentaram maior parasitemia no quarto dia (p=0,053,
Mann Whitney). Nao houve diferenca estatistica entre a variacado percentual da parasitemia nos
outros dias (p>0,05). O teste utilizado foi 0 de Mann-Whitney.
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Figura 29. Influéncia da sacarose sobre a parasitemia (%) nos 4°, 9°, 15° e 21° dias da infeccéo
dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA, tratados com talidomida diluida em
sacarose (Pb+T+S) ou apenas com talidomida (Pb+T). A adicdo de sacarose aos animais
previamente tratados com talidomida aumentou a parasitemia no quarto dia (p<0,0001, teste t).
Nao houve diferenga estatistica da parasitemia entre os dois grupos nos outros dias (p>0,05). Os
testes utilizados foram o teste t para o nono e décimo quinto dia e o teste de Mann-Whitney para o
vigésimo dia.
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4.4.3 Influéncia da talidomida diluida em sacarose na evolucdao da

parasitemia dos camundongos Balb/C

Para avaliar a influéncia da talidomida associada a sacarose na evolugao
da parasitemia dos camundongos Balb/C na infec¢gao malarica, dois grupos foram
infectados, sendo um tratado com talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=9)
enquanto que o outro grupo recebeu apenas agua destilada (Pb, n=10).

A associagao da talidomida com a sacarose causou aumento mais precoce
da parasitemia quando comparado aos animais nao tratados, no quarto dia de
infeccao (p<0,0001, teste t). O grupo Pb+T+S apresentou mediana de 4,8%
enquanto que a mediana do grupo Pb foi de 1% neste dia. Entretanto, ndo houve

diferenca estatistica entre os dois grupos para os demais dias na evolugdo da

parasitemia.
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Figura 30. Influéncia da talidomida diluida em sacarose sobre a parasitemia (%) nos 4°, 9°, 15° e
21° dias da infeccdo dos camundongos Balb/C infectados com P. berghei ANKA, tratados com
talidomida em sacarose (Pb+T+S) ou com agua destilada (Pb). Os animais tratados com talidomida
em sacarose apresentaram aumento na parasitemia no quarto dia de infecgéo (p<0,0001, teste t).
Nao houve diferenca estatistica da parasitemia entre os dois grupos nos outros dias (p>0,05). O
teste utilizado foi o de Mann-Whitney.
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4.4.4 Influéncia da talidomida na evolucdo da parasitemia nos

camundongos CBA

Para avaliar a influéncia da talidomida na evolugdo da parasitemia dos
camundongos CBA na infecgdo malarica, dois grupos foram infectados, sendo um
tratado com talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S, n=8) enquanto que o outro
grupo recebeu apenas sacarose (Pb+S, n=8).

Nao houve diferenca estatistica na evolugdo da parasitemia quando
comparamos os tratamentos com talidomida em sacarose e apenas sacarose nos

quarto e nono dias da infecgéo (p>0,05, teste t, figura 31).
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Figura 31. Influéncia da talidomida sobre a parasitemia (%) nos 4° e 9° dias de infecgdo dos
camundongos CBA infectados com P. berghei ANKA, tratados com talidomida diluida em sacarose
(Pb+T+S) ou apenas com sacarose (Pb+S). Nao houve diferenga estatistica da parasitemia entre
os dois grupos nos quarto e nono dias (p>0,05). O teste utilizado foi o teste t.
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445 Comparacdo da influéncia da talidomida na evolucdo da

parasitemia entre camundongos Balb/C e CBA

Os grupos de camundongos Balb/C e CBA infectados e tratados com
talidomida em sacarose (Pb+T+S, n=9 e 8, respectivamente) ou somente sacarose
(Pb+S, n=10 e 10, respectivamente) também foram comparados entre si.

O aumento da parasitemia foi mais precoce para os camundongos Balb/C
tratados com talidomida em sacarose, sendo que a parasitemia destes
camundongos no quarto dia da infecgao foi de 4,8%, enquanto os camundongos
CBA estavam com a parasitemia de 1% neste dia, para 0 mesmo tratamento
(p=0,0006, teste t, figura 32A). Contudo, os camundongos Balb/C tratados
apenas com sacarose apresentaram maior parasitemia no quarto (3%) e no nono
dia (17%) em relagdo aos camundongos CBA (0,2% e 13,1%, respectivamente)
(p=0,0009 no quarto dia da infecgdo, Mann-Whitney e p=0,02 no nono dia de

infeccao, Mann-Whitney, figura 32B).
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Figura 32. Analise comparativa da influéncia da talidomida sobre a parasitemia (%) nos 4° e 9°
dias de infecgdo entre os camundongos Balb/C (e) e CBA (e) infectados com P. berghei ANKA,
nos seguintes grupos: A) Animais tratados com talidomida diluida em sacarose (Pb+T+S). Os
camundongos Balb/C apresentaram maior parasitemia que os camundongos CBA no quarto dia de
infeccdo. B) Animais tratados apenas com sacarose (Pb+S). Os camundongos Balb/C
apresentaram maior parasitemia que os camundongos CBA nos quarto e nono dias de infecgéo.
Os valores significantes de p estdo descritos nos graficos. Os testes utilizados foram o teste t para
0s grupos tratados com talidomida em sacarose e o Mann-Whitney para os grupos tratados apenas
com sacarose.

A parasitemia no décimo dia de infecgdo para os camundongos CBA
(Pb+S), quando a maioria deles ja havia morrido, era de 13,1%, enquanto que a

dos camundongos Balb/C (Pb+S) era de 17%. Entretanto, no vigésimo primeiro
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dia quando a maioria dos camundongos Balb/C ja tinham morrido, a parasitemia
destes animais era de 52%, cerca de 4 vezes maior do que a parasitemia com a
qual camundongos CBA morreram. Porém, em 25% dos camundongos CBA que
morreram tardiamente, no vigésimo dia de infec¢do, a mediana da parasitemia era

de 28%.

4.4.6 Aspectos morfolégicos da parasitemia

Os aspectos morfolégicos da parasitemia dos animais Balb/C e CBA
infectados com Plasmodium berghei ANKA no dia da morte espontanea
encontram-se ilustrados na figura 33. Observamos parasitemia alta nos
camundongos Balb/C (52%) e parasitemia baixa (13,1%) nos camundongos CBA.

O tratamento com talidomida nao modificou estes aspectos.

A

Figura 33. Parasitemia dos camundongos n&o susceptiveis e susceptiveis a maléaria cerebral,
infectados com 10° eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA no dia da morte. A)
Camundongo Balb/C no 21° dia de infecgdo. B) Camundongos CBA no 9° dia de infecgao.
Aumento de 1000x (Panético).
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4.5 Influéncia da talidomida sobre a capacidade fagocitaria dos macrofagos
peritoneais dos camundongos Balb/C e CBA infectados pelo

Plasmodium berghei ANKA

A influéncia da talidomida sobre a capacidade fagocitaria dos macrofagos
peritoneais dos camundongos Balb/C e CBA infectados pelo P. berghei ANKA foi
avaliada pelos parametros: indice fagocitario (IF), média de leveduras
ingeridas/aderidas por macrofago (M) e propor¢cédo de macréfagos envolvidos na
fagocitose (M@%). A avaliacdo da capacidade fagocitaria foi realizada utilizando
uma suspensdo de Saccharomyces cerevisiae sensibilizada ou ndo com soro
fresco murino ou na presenca de soro fetal bovino inativado (SFB).

A capacidade fagocitaria foi avaliada por meio da fagocitose por receptores
para o sistema do complemento e para a por¢gdo Fc da imunoglobulina e pelos
receptores para padrbes moleculares de patdégenos (rPMP). O soro fresco de
camundongo é rico em opsoninas, principalmente, as proteinas do sistema
complemento, e por esta razdo, foi utilizado para sensibilizar as leveduras e
avaliar a fagocitose por destes receptores. Para avaliar a fagocitose pelos
receptores para padrées moleculares de patdégenos, que reconhecem moléculas
como manose e glucana presentes na superficie dos patdégenos, realizamos o
teste de fagocitose das leveduras nédo sensibilizadas na presenca de soro fetal

bovino inativado.
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45.1 Fagocitose pelos receptores que reconhecem padrdes

moleculares de patégenos

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

Nao houve diferenca estatistica quanto as medianas dos indices
fagocitarios, envolvimento de macréfagos na fagocitose e quantidade de particulas
ingeridas/aderidas pelos macrofagos dos camundongos Balb/C e dos
camundongos CBA nos quatro grupos estudados, para as proporgdes de 10° e
4x10° de leveduras ndo sensibilizadas (p>0,05, ANOVA e Kruskal-Wallis,
respectivamente, figuras 34 e 35).

Comparando-se a capacidade fagocitaria entre os dois modelos de
camundongos verificamos que as medianas dos indices fagocitarios dos
camundongos Balb/C foram mais elevadas do que a dos animais do grupo CBA,
para as duas proporcoes de leveduras estudadas (106 ou 4x106), (p<0,05, Mann-
Whitney) para todos os grupos, exceto para os animais infectados ndo tratados
(Pb) (figuras 36A e 37A). O aumento no indice fagocitario apresentado pelos
macréfagos dos camundongos Balb/C foi devido ao maior envolvimento de
macrofagos na fagocitose (figuras 36B e 37B), pois a quantidade de leveduras

ingeridas manteve-se inalterada (p>0,05, Mann-Whitney, figuras 36C e 37C).
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Figura 34. Influéncia da talidomida sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos
na fagocitose e média de leveduras ingeridas por macrofagos, nos modelos Balb/C (A, C e E) e
CBA (B, D e F) infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: camundongos néo
infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal), animais
infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A fagocitose foi
avaliada na presenga de soro fetal bovino, utilizando 10° leveduras ndo sensibilizadas. Os testes
utilizados foram o de ANOVA para os camundongos Balb/C, e Kruskal-Wallis para os
camundongos CBA. O valor de p esta descrito em cada grafico.
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Figura 35. Influéncia da talidomida sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos
na fagocitose e média de leveduras ingeridas por macrofagos, nos modelos Balb/C (A, C e E) e
CBA (B, D e F) infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: camundongos n&o
infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal), animais
infectados tratados sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A fagocitose foi
avaliada na presencga de soro fetal bovino, utilizando 4x10° leveduras ndo sensibilizadas. Os testes
utilizados foram o de ANOVA para os camundongos Balb/C, e Kruskal-Wallis para os
camundongos CBA. O valor de p esta descrito em cada grafico.
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Fi%ura 36. Andlise comparativa da capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais, utilizando
10° leveduras nao sensibilizadas, entre os modelos Balb/C (e) e CBA (e). A) Camundongos Balb/C
apresentaram maior mediana do indice fagocitario em relacdo aos camundongos CBA, embora o
grupo Pb ndo tenha apresentado significAncia estatistica. B) Camundongos Balb/C apresentaram
maior % de macrofagos envolvidos na fagocitose do que os camundongos CBA, embora o grupo
Pb néo tenha apresentado significancia estatistica. C) Nao houve diferenga na quantidade de
leveduras fagocitadas entre os grupos (p>0,05). Andlises realizadas pelo teste Mann-Whitney.
Valores de p foram apresentados nos graficos.

&9



=

300 +

p=0,01
p=0,04
250 - eoe p=0,007
ﬁ : )
=0,20 hd
E 200 - B
2 7
£y
N L J
U
g’ @ 150 . - .
8 g ° e®
“E e
= oo - ° -
- L3
o« 100 oz ) L]
g : ——
~ ° - [ ]
50 - ° oo -
: L ° ° L
© B ————— hd ® °
° —_—— L - o® o—o
o v v v v v 4 v ¥
Controle Contole Tal Tal Pb Pb Pb+Tal Pb+Tal
909 p=0,01

80 =

70 - p=0,07 p=0,15

60 - eo® e
50 -

40 P

30 -

%de Mecréfagos
(@0’ leveduras ndo sensibilizads)
L[]
0

—_——
20 - L]
o o P e2e -
° Py () L d
10 ° — oo ° °® eo®
L —g—
Py
o T T T T T T T T
Controle Contole Tal Tal Pb Pb Pb+Tal Pb+Tal
6
p>0,05 °
5 -
~
g g 44 L °® .
g L J e L]
5 eoe ° °,®
[ : : )
’g 3 - A . : °
8 e —
L Ld
g ee® —— —e2° .
'8 g : hd eoe b4
g 0 2 - - —_— o o® oo ——
g w§ eoe® bd o °
N °
1- °
o T T T T T T T T
Controle Contole Tal Tal Pb Pb Pb+Tal Pb+Tal

Figura 37. Andlise comparativa da capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais, utilizando
4x10° leveduras nao sensibilizadas, entre os modelos Balb/C (o) e CBA (o). A) Camundongos
Balb/C apresentam maior mediana do indice fagocitario em relagdo aos camundongos CBA,
embora o grupo Pb ndo tenha apresentado significancia estatistica. B) Camundongos Balb/C
apresentaram maior % de macrdéfagos envolvidos na fagocitose do que os camundongos CBA,
embora o grupo Pb ndo tenha apresentado significancia estatistica e o controle tenha apresentado
tendéncia a significancia. C) Nao houve diferenca na quantidade de leveduras fagocitadas entre os
grupos (p>0,05). Analises realizadas pelo teste Mann-Whitney. Valores de p foram apresentados
nos graficos.
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45.2 Fagocitose pelos receptores para opsoninas

Para avaliar a fagocitose por meio dos receptores para a fragdo Fc das
imunoglobulinas e para receptores para as proteinas do sistema do complemento,
os macroéfagos obtidos dos quatro grupos estudados foram incubados com duas
proporcoes diferentes de leveduras sensibilizadas (106 e 4x106) na presenca de
soro fresco de camundongo, para os dois modelos estudados (Balb/C e CBA).

Nao houve diferenga estatistica entre as medianas dos indices fagocitarios,
envolvimento de macréfagos na fagocitose e quantidade de particulas
ingeridas/aderidas pelos macréfagos dos camundongos Balb/C e CBA
comparando-se os grupos estudados, para as proporgdes de 10° e 4x10° de
leveduras sensibilizadas (p>0,05, ANOVA e Kruskal-Wallis, respectivamente,
figuras 38 e 39).

Comparando-se as medianas dos indices fagocitarios, envolvimento dos
macrofagos na fagocitose e quantidade de particulas ingeridas/aderidas pelos
macrofagos nos dois modelos, observamos que todos os grupos dos
camundongos Balb/C apresentaram maior mediana do IF do que os animais do
grupo CBA, para as duas proporgdes (106 ou 4x106) (p<0,05, Mann-Whitney,
figuras 40 e 41), exceto o grupo Pb para a propor¢ao de 10° leveduras (p=0,08,
Mann-Whitney). Isto foi tanto devido ao maior envolvimento de macrofagos na
fagocitose (figuras 40B e 41B), quanto a maior quantidade de leveduras ingeridas
(figuras 40C e 41C), exceto no grupo Pb onde n&o houve diferenga significativa

quanto a quantidade de leveduras ingeridas para a propor¢ao de 10° leveduras
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(p=0,15, Mann-Whitney) e 4x10° leveduras fagocitadas por macréfagos (p=0,058,

Man-Whitney).
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Figura 38. Influéncia da talidomida sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos
na fagocitose e média de leveduras ingeridas por macrofagos, nos modelos Balb/C (A, C e E) e
CBA (B, D e F) infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: camundongos nao
infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida diluida em sacarose (Tal), animais
infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida diluida em sacarose (Pb+Tal). A
fagocitose foi avaliada na presenga de soro fresco de camundongos, utilizando 10° leveduras
sensibilizadas. Os testes utilizados foram o de ANOVA para os camundongos Balb/C, e Kruskal-
Wallis para os camundongos CBA. O valor de p esta descrito em cada grafico.

92



800

(4x10

m

)

% de Macréfagos
Balb/C

=
=

Controle

Tal

p016

Carwroe

=014

T
Pb¥TA

T
Controle

T
Tal

Controle

p=041

Tal

T
Po+Tal

Controle

Tal

Pb+Tal

Figura 39. Influéncia da talidomida sobre o indice fagocitario, percentual de macréfagos envolvidos
na fagocitose e média de leveduras ingeridas por macréfagos, nos modelos Balb/C (A, C e E) e
CBA (B, D e F) infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: camundongos nao
infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida diluida em sacarose (Tal), animais
infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida diluida em sacarose (Pb+Tal). A
fagocitose foi avaliada na presenca de soro fresco de camundongo, utilizando 4x10° leveduras
sensibilizadas. Os testes utilizados foram o de ANOVA para os camundongos Balb/C, e Kruskal-

Wallis para os camundongos CBA. O valor de p esta descrito em cada grafico.
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Fi%ura 40. Analise comparativa da capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais, utilizando
10” leveduras sensibilizadas, entre os modelos Balb/C (e) e CBA (e). A) Os macréfagos peritoneais
dos camundongos Balb/C apresentaram maior mediana do indice fagocitario em relagdo aos
camundongos CBA, embora o grupo Pb tenha apresentado apenas tendéncia a significAncia
estatistica. B) Os macréfagos peritoneais dos camundongos Balb/C apresentaram maior % de
envolvimento na fagocitose do que os macrofagos peritoneais dos camundongos CBA. C) Os
macréfagos peritoneais dos camundongos Balb/C apresentaram maior quantidade de leveduras
ingeridas/aderidas em relagdo aos camundongos CBA, exceto para o grupo Pb (p>0,05). Analises
realizadas pelo teste Mann-Whitney. Valores de p foram apresentados nos graficos.
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Figura 41. Analise comparativa da capacidade fagocitaria de macrofagos peritoneais, utilizando
4x10° leveduras sensibilizadas, entre os modelos Balb/C (e) e CBA (). A) Os macréfagos dos
camundongos Balb/C apresentaram maior mediana do indice fagocitario em relagcdo aos
camundongos CBA. B) Os macrofagos dos camundongos Balb/C apresentaram maior % de
envolvimento na fagocitose do que os macréfagos peritoneais dos camundongos CBA. C) Os
macréfagos dos camundongos Balb/C apresentaram maior quantidade de leveduras
ingeridas/aderidas em relagdo aos camundongos CBA, exceto para o grupo Pb onde houve
apenas tendéncia a significancia. Analises realizadas pelo teste Mann-Whitney. Valores de p foram
apresentados nos graficos.
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45.3 Aspectos morfolégicos da fagocitose

Os aspectos morfolégicos da fagocitose de Saccharomyces cerevisiae
pelos macrofagos peritoneais dos animais estudados encontram-se nas figuras
42 e 43. Nestas figuras estdo representadas a fagocitose na presenga de soro
fetal bovino onde foi avaliada a fagocitose pelos receptores para padrbes de
reconhecimento, e a fagocitose na presenca de soro fresco murino onde foi

avaliada a fagocitose pelos receptores para opsoninas.

A B

Figura 42. Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae por macrofagos peritoneais de camundongos
no 8° de infeccao pelo P. berghei ANKA, testada por meio de receptores para padrdo de
reconhecimento, na presenga de soro fetal bovino. A) Camundongo Balb/C. B) Camundongo CBA.
Aumento 1000x (Pandtico).

96



A B

Figura 43. Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae por macrofagos peritoneais de camundongos
no 8° dia de infecgao pelo P. berghei ANKA, testada por meio de receptores para opsoninas, na
presengca de soro fresco de camundongos. A) Camundongo Balb/C. B) Camundongo CBA.
Aumento 1000x (Panético).

4.6 Producdo de fator de necrose tumoral pelos camundongos Balb/C e

CBA infectados pelo Plasmodium berghei ANKA

A mensuragao do FNT pelo teste de ELISA foi realizada tanto no soro
quanto nos sobrenadantes das culturas de macréfagos dos camundongos Balb/C
e CBA, estimulados ou ndao com lipopolissacarideos, com o intuito de avaliar a
influéncia da talidomida na producdo de fator de necrose tumoral nestes dois

modelos experimentais, durante a infecgao malarica pelo P. berghei ANKA.
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4.6.1 Producdo de fator de necrose tumoral pelos camundongos

Balb/C

A infeccdo malarica e o tratamento com a talidomida nao influenciaram a
producao de fator de necrose tumoral basal no sobrenadante das culturas de
macrofagos dos camundongos Balb/C (p=0,5, Kruskal-Wallis; figura 44A).
Entretanto, a infecgdo malarica duplicou a produgao de FNT, sendo a mediana do
grupo controle igual a 223,6 e do grupo Pb igual a 445,9. O tratamento com
talidomida dos animais infectados diminuiu em 41% a produgdo desta citocina
(mediana do grupo Pb+Tal de 262,9).

Nem a infeccdo malarica nem o tratamento com talidomida influenciaram a
producdo do FNT quando as culturas foram estimuladas com LPS (p=0,63,
Kruskal-Wallis; figura 44B).

A mediana dos niveis séricos de FNT do grupo infectado pelo P. berghei
ANKA (Pb=37,7) foi maior do que a do grupo tratado apenas com talidomida
(Tal=25,5) (p<0,05, ANOVA; figura 44C). A infeccdo malarica aumentou em
36,2% a producédo sérica de FNT (mediana do grupo controle igual a 27,7; e do
grupo Pb igual a 37,7). O tratamento dos animais infectados reduziu em 23,1%
esta producao (mediana do grupo Pb+Tal igual a 29).

As concentracbes de FNT foram mais elevadas no sobrenadante das

culturas do que no soro dos animais (p<0,01, teste t e Mann-Whitney; figura 45).
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Figura 44. Influéncia da talidomida sobre a produgdo basal e estimulada de fator de necrose tumoral por
macrofagos peritoneais, in Vitro, e sobre os niveis séricos desta citocina, no oitavo dia de infec¢do pelo
Plasmodium berghei ANKA nos camundongos Balb/C, nos seguintes grupos: animais néo infectados tratados
com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal), animais infectados tratados com sacarose (Pb)
ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Producdo basal de FNT quantificado no sobrenadante das
culturas de macrofagos (p>0,05, teste de Kruskal-Wallis. B) Produ¢do de FNT quantificado nas culturas de
macrofagos apds estimulo com LPS (p>0,05, teste de Kruskal-Wallis. C) Producdo sérica de FNT. Houve
diminuigdo da produgdo sérica de FNT do grupo Tal em relagdo ao grupo infectado (p=0,01, teste ANOVA).
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Figura 45. Analise comparativa entre os niveis de FNT no sobrenadante () das culturas de macrofagos
peritoneais e no soro (®) no oitavo dia de infecgdo pelo P. berghei ANKA nos camundongos Balb/C, nos
seguintes grupos: animais ndo infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose
(Tal), animais infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). Os niveis de
FNT no sobrenadante das culturas dos macrofagos peritoneais foram significantemente maiores do que os
niveis séricos. Foram utilizados os testes t para os grupos Controle e Pb e teste Mann-Whitney para os grupos
Tal e Pb+Tal. Os valores do p estdo expressos no grafico.

4.6.2 Producdo de fator de necrose tumoral pelos camundongos CBA

Nos camundongos CBA, nem a infeccdo malarica nem o tratamento com
talidomida influenciaram a produgao de fator de necrose tumoral basal (p=0,39,
Kruskal-Wallis; figura 46A) ou estimulada por LPS (p=0,32, Kruskal-Wallis; figura
46B). Embora nao tenha havido aumento significativo da producdo de FNT basal
pela infeccdo, os animais tratados, infectados ou nao, apresentaram reducgao da
producao desta citocina em 35,3% e 41%, respectivamente (medianas: Controle =
81,4; Tal = 44,8; Pb = 76,5; Pb+Tal = 49,5). Este efeito também foi observado

apos estimulo com LPS, com redugédo da producéo de FNT em 21,7% e 38,4%,
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respectivamente (medianas: Controle = 57,2; Tal = 44,8; Pb = 78,73; Pb+Tal =
48,5).

Nao houve diferenga estatistica na concentragao sérica de FNT entre os
quatro grupos estudados (p=0,38, Kruskal-Wallis; figura 46C). Entretanto, a
infeccao aumentou em 44% a producgao sérica desta citocina em relagéo ao grupo
controle (medianas: Controle = 23,2; Pb = 33,5). As concentragdes de FNT foram
mais elevadas no sobrenadante das culturas do que no soro dos animais (figura

47), porém tal elevagao so foi significante nos grupo Pb (p=0,02, Mann-Whitney).
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Figura 46. Influéncia da talidomida sobre a produgdo basal e estimulada de fator de necrose tumoral por
macrofagos peritoneais, in Vvitro, e sobre os niveis séricos desta citocina, no oitavo dia de infec¢do pelo
Plasmodium berghei ANKA nos camundongos Balb/C, nos seguintes grupos: animais ndo infectados tratados
com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal), animais infectados tratados com sacarose (Pb)
ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Producdo basal de FNT quantificado no sobrenadante das
culturas de macrofagos (p>0,05, teste de Kruskal-Wallis). B) Produgdo de FNT quantificado nas culturas de
macrofagos apds estimulo com LPS (p>0,05, teste de Kruskal-Wallis). C) Produgdo sérica de FNT. Nao
houve diferenca significante da produgdo sérica de FNT entre os quatro grupos (p=0,38, teste de Kruskal-
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Figura 47. Analise comparativa entre os niveis de FNT no sobrenadante (@) das culturas de macrofagos
peritoneais e no soro (®) no oitavo dia de infec¢do pelo P. berghei ANKA nos camundongos CBA nos
seguintes grupos: animais ndo infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose
(Tal), animais infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). Os niveis de
FNT no sobrenadante das culturas dos macrofagos peritoneais foram maiores do que os niveis séricos, porém
apenas o grupo Pb apresentou diferenga estatistica e o grupo Pb+Tal apresentou tendéncia a significancia. Foi
utilizado o teste Mann-Whitney. Os valores do p estdo expressos no grafico.

4.6.3 Anédlise comparativa da producéao de fator de necrose tumoral

pelos camundongos Balb/C e CBA

Observamos que a producao basal e apos estimulo com LPS de FNT nos
sobrenadantes das culturas dos macréfagos pelos camundongos Balb/C foi maior
que a dos camundongos CBA. Contudo, apenas o grupo Pb+Tal dos
camundongos Balb/C apresentaram diferenga significante quanto a produgéo
basal de FNT (p<0,05, Mann-Whitney; figura 48A). Observamos que as culturas
dos sobrenadantes estimuladas por LPS dos camundongos Balb/C apresentaram
producao significante maior de FNT do que as dos camundongos CBA, exceto no

grupo Pb (p<0,05, Mann-Whitney; figura 48B).
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Entretanto ndo houve diferenca na producdo sérica de FNT nos dois

modelos entre os quatro grupos estudados (p>0,05, Mann-Whitney; figura 48C).
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Figura 48. Analise comparativa da influéncia da talidomida sobre a produgio basal ¢ apos estimulo com LPS
de fator de necrose tumoral por macrofagos peritoneais, in Vvitro, e sobre os niveis séricos desta citocina, no
oitavo dia de infecgdo do Plasmodium berghei ANKA nos camundongos Balb/C (@) e CBA (), nos seguintes
grupos: animais ndo infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal),
animais infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Comparagdo
entre a produgdo basal de FNT quantificado no sobrenadante das culturas de macréfagos dos camundongos
Balb/C ¢ CBA. B) Comparacdo entre a produgdo de FNT quantificado nas culturas de macréfagos apos
estimulo com LPS dos camundongos Balb/C ¢ CBA. C) Comparagao entre a produgdo de FNT no soro de
camundongos Balb/C e CBA. O teste utilizado foi Mann-Whitney e os valores do p foram descritos nos
graficos.
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4.7 Producédo de peroxido de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/C e CBA na infeccdo pelo Plasmodium berghei

ANKA

A producao basal e apds estimulo com PMA de peréxido de hidrogénio, in
vitro, pelos macrofagos peritoneais dos dois modelos de camundongos foi
avaliada no oitavo dia da infeccdo malarica com o intuito de verificar a influéncia
da talidomida sobre a produgao deste radical livre.

Nao observamos diferenga estatistica na producdo de perdxido de
hidrogénio basal ou apds estimulo com PMA pelos macréfagos peritoneais dos
camundongos Balb/C (p=0,98 e p=0,1; respectivamente, ANOVA, figuras 49A e
C) ou CBA (p=0,65 e p=0,94; respectivamente, Kruskal-Wallis, figuras 49B e D),

nem houve diferencga entre os dois modelos (figuras 50A e B).
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Figura 49. Influéncia da talidomida sobre a producgao, in vitro, de perdxido de hidrogénio pelos
camundongos Balb/C e CBA nos seguintes grupos: animais nao infectados tratados com sacarose
(Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal), animais infectados tratados com sacarose (Pb) ou
com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Producdo basal de perdxido de hidrogénio pelos
macréfagos peritoneais dos camundongos Balb/C, p>0,05, ANOVA. B) Produgao basal de peréxido
de hidrogénio pelos macréfagos peritoneais dos camundongos CBA, p>0,05, Kruskal-Wallis. C)
Produgéo de perdxido de hidrogénio apds estimulo com PMA pelos macrofagos peritoneais dos
camundongos Balb/C, p>0,05, ANOVA. D) Produgéo de perdxido de hidrogénio apds estimulo com
PMA pelos macréfagos peritoneais dos camundongos CBA, p>0,05, Kruskal-Wallis.
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Figura 50. Analise comparativa da influéncia da talidomida sobre a produgdo basal e apds
estimulo com PMA, in vitro, de peroxido de hidrogénio pelos camundongos Balb/C (e) e CBA (e)
nos seguintes grupos: camundongos nao infectados tratados com sacarose (Controle) ou
talidomida em sacarose (Tal), animais infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados com
sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Produgdo basal de peroxido de
hidrogénio pelos macréfagos peritoneais dos camundongos Balb/C e CBA, p>0,05, Mann-Whitney.
B) Producéo de perdxido de hidrogénio apds estimulo com PMA pelos macréfagos peritoneais dos
camundongos Balb/C e CBA, p>0,05, Mann-Whitney.
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4.8 Producdo de o6xido nitrico pelos macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/C e CBA na infeccdo pelo Plasmodium berghei

ANKA

Avaliamos a influéncia da talidomida sobre a produgdo de 6xido nitrico, in
vitro, no sobrenadante das culturas de macréfagos peritoneais dos camundongos
Balb/C e CBA, no oitavo dia da infeccdo malarica, pela técnica de Griess.
Avaliamos a producdo basal, apdés estimulo com lipopolissacarideo e/ou

interferon-y nos quatro grupos estudados.

4.8.1 Producdao de 6xido nitrico pelos camundongos Balb/C

Nao foi possivel detectar, nos camundongos Balb/C, diferenga estatistica na
producao basal nem apds estimulo com LPS e INF-y, concomitantemente, entre os
quatro grupos estudados (p>0,05, Kruskal-Wallis, figuras 51A e D). Porém,
quando estes estimulos foram administrados separadamente, houve aumento
significante na produgao de oxido nitrico na presenca de LPS em cultura pelos
dois grupos infectados (p=0,048, Kruskal-Wallis, figura 51B). Embora sem
significancia estatistica, a infeccdo malarica aumentou a producéo de éxido nitrico
em relacdo ao grupo controle e o tratamento dos animais infectados com
talidomida modulou negativamente este aumento, porém, os niveis de éxido nitrico

ainda permaneceram superiores aos do grupo controle, nos animais tratados.
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Figura 51. Influéncia da talidomida sobre a produgéo de 6xido nitrico pelos macréfagos peritoneais
de camundongos Balb/C infectados ou nado pelo P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: animais
ndo infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal), animais
infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Produgéo
basal. B) Producéo apés estimulo com lipopolissacarideo (LPS). C) Produgéo apds estimulo com
interferon-y (INF-y). D) Producao apds estimulo com LPS e INF-y. O teste utilizado foi o Kruskal-
Wallis seguido do método comparativo de Dunn. O valor do p esta descrito em cada grafico.

4.8.2 Producéao de oxido nitrico pelos camundongos CBA

No modelo CBA, nao foi possivel detectar diferenca estatistica na producao
de 6xido nitrico basal ou apés estimulo com INF-y (p>0,05, Kruskal-Wallis, figuras
52A e C). Contudo, houve diminuicdo na producdo de o6xido nitrico pelos
macrofagos peritoneais dos animais infectados, tratados ou nao, apds estimulo
com LPS e INF-y concomitantemente (p=0,04, Kruskal-Wallis, figura 52D) e apods

o uso do LPS (p=0,06, Kruskal-Wallis, figura 52B).
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Figura 52. Influéncia da talidomida sobre a produgao de 6xido nitrico pelos macréfagos peritoneais
de camundongos CBA infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos seguintes grupos: animais
nao infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose (Tal), animais
infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Produgéo
basal. B) Produgéo apds estimulo com lipopolissacarideo (LPS). C) Produgéo apds estimulo com

interferon gama (INF-y). D) Produgédo apds estimulo com LPS e INF-y. O teste utilizado foi o
Kruskal-Wallis. O valor de p esta descrito em cada gréfico.

4.8.3 Andlise comparativa da producdo de o6xido nitrico pelos

camundongos Balb/C e CBA

Tanto a infeccdo quanto o tratamento com talidomida dos camundongos
Balb/C infectados, ocasionou maior produgao de éxido nitrico pelos macrofagos
peritoneais do que o dos camundongos CBA, com ou sem estimulo. Os
camundongos Balb/C infectados e infectados e tratados com talidomida

apresentaram producdo de 491% e 38,7% (p=0,055, Mann-Whitney),
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respectivamente, de 6xido nitrico basal a mais que os camundongos CBA (figura
53A). Quando os macréfagos dos animais infectados e infectados e tratados foram
estimulados com LPS, os camundongos Balb/C apresentaram produc¢ao de 70,6%
(p=0,06, Mann-Whitney) e 54,1% (p=0,09, Mann-Whitney), respectivamente, maior
que a dos camundongos CBA (figura 53B). Quando o estimulo administrado foi o
INF-y, a diferenca foi de 65% (p=0,04, Mann-Whitney) e 61% (p=0,01, Mann-
Whitney) maior, respectivamente, na producdo de Oxido nitrico pelos
camundongos Balb/C em relagdo aos camundongos CBA (figura 53C). Quando
os estimulos LPS e INF-y foram administrados concomitantemente, os
camundongos Balb/C apresentaram produgao de 53,6% e 32,3% (p=0,02, Mann-
Whitney), respectivamente, a mais de o6xido nitrico que os camundongos CBA

(figura 53D).
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Figura 53. Analise comparativa da influéncia da talidomida sobre a producédo de 6xido nitrico, in vitro, pelos
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C (e) e CBA () infectados ou ndo com P. berghei ANKA, nos
seguintes grupos: animais ndo infectados tratados com sacarose (Controle) ou com talidomida em sacarose
(Tal), animais infectados tratados com sacarose (Pb) ou com talidomida em sacarose (Pb+Tal). A) Produgao
basal. B) Produgdo apds estimulo com lipopolissacarideo (LPS). C) Produgdo apds estimulo com interferon
gama (INF-y). D) Produgéo apods estimulo com LPS e INF-y. O teste utilizado foi o Kruskal-Wallis seguido do
método comparativo de Dunn. O valor do p esta descrito em cada grafico.

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

Tabela
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A malaria apresenta mecanismos imunopatolégicos complexos e ainda
pouco esclarecidos. Muito do conhecimento atualmente disponivel foi obtido
por estudos utilizando diferentes modelos animais. Dentre esses, varias
linhagens de camundongos ganham destaque e as combinagbes entre
diferentes espécies de plasmdédio murino e cepas de camundongos podem
reproduzir alteracbes semelhantes as que ocorrem nos seres humanos (Lou e
cols, 2001; Souza e Riley, 2002; Combes e cols, 2005; Lamb e cols, 2006).
Neste trabalho foram estudados dois modelos de camundongos: camundongos
Balb/C, nao susceptiveis a malaria cerebral, e CBA, susceptiveis a malaria
cerebral; ambos infectados pelo Plasmodium berghei ANKA, no intuito de
avaliar o efeito da talidomida sobre a evolucdo da doenca e a resposta
imunitaria dos animais resistentes a malaria cerebral.

Neste trabalho, camundongos da linhagem Balb/C e CBA foram
infectados pelo Plasmodium berghei ANKA e tratados com talidomida, sendo
que o tratamento foi iniciado no terceiro dia da infeccao para evitar a inibicdo
do efeito antiparasitario do FNT sobre o P. berghei ANKA (Muniz-Junqueira e
cols, 2001). A dose utilizada da talidomida foi de 150 mg/Kg/dia, a cada 24
horas, por via oral, conforme previamente descrito (Hauschild e cols, 1997;
Karrow e cols, 2000; Muniz-Junqueira e cols, 2005), diluida em 100 uL de
solugéo de sacarose a 0,8M, com o objetivo de facilitar a administragao por via
oral. Entretanto, desde que ha um substrato fisiopatoldgico relacionado com a
hipoglicemia apresentada pelos pacientes com malaria grave, foi incluido um
grupo, posteriormente, para caracterizar a influéncia da sacarose sobre a

infeccéo. =
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Com o objetivo de verificar se o tratamento com talidomida influenciava
de maneira geral a evolugdo da doenga malarica nos camundongos Balb/C e
CBA, o peso, o hematécrito, a carga parasitaria e a sobrevida foram avaliados
durante todo o periodo da infecgao até o 6bito dos animais. Como a talidomida
administrada foi diluida em uma solucéo de sacarose, também verificamos se a
sacarose per se influenciava a evolugao da doenca.

Nossos dados mostraram que os tratamentos com talidomida e com
talidomida em sacarose nao influenciaram a sobrevida dos camundongos
Balb/C infectados pelo P. berghei ANKA em relagdo aos animais tratados com
agua destilada, porém o tratamento apenas com sacarose foi deletério, uma
vez que o0s animais deste grupo morreram mais precocemente.

Aljada e cols (2006) e Mohanty e cols (2000) constataram que a ingestao
de 75 g de glicose em 300 mL de agua por adulto de aproximadamente 70 Kg
(solugao de sacarose a 25% ou 1M) aumentou a geragao de espécies reativas
de oxigénio pelos leucdcitos e induziu aumento agudo da expresséao e atividade
de cinases, como a IKKa e IKKB, responsaveis pela fosforilagdo do IkBa,
passos importantes para a ativacao do NFkB. O IkBa é o inibidor do NFkB e
quando fosforilado, libera o sitio de translocagao do NFkB para o nucleo onde
exerce seu papel induzindo a transcricio do ADN de varias citocinas
inflamatdrias, entre elas o FNT (Li e Stark, 2002; Bottex-Gauthier e cols, 2002).
A ingestado de glicose também diminuiu a expressado de IkBa e aumentou a
expressdo do ARNm do FNT (Aljada e cols, 2006). Portanto, estes dados
sugerem que a ingestao de glicose estimula a resposta inflamatéria e oxidativa,
e tem sido apontada como fator complicador em varias patologias crénicas,

como as doencgas cardiovasculares e diabete (Aljad e cols, 2006; Dib, 2006).
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Nos nossos experimentos, os animais receberam diariamente uma solucao de
0,8M de sacarose, que correspondeu a ingestdo de 20 mg em 100 ul de uma
solucdo de sacarose a 20%, sendo provavel que o acucar tenha estimulado a
resposta inflamatoéria. Além disto, a administragcdo da sacarose pode ter tido
acao sinérgica ao estimulo pré-inflamatério causado pela propria doenga
malarica, agravando a evolugdo da doenga e diminuindo a sobrevida dos
camundongos. Entretanto, como a talidomida diluida em sacarose nao
influenciou a sobrevida dos animais infectados, esta associacdo deve ter
modulado a resposta inflamatoria excessiva causada pelo sinergismo da
sacarose e da infecgdo, pela inibicdo do FNT, e modulagdo da resposta
imunitaria (Sampaio e cols, 1991; Moreira e cols, 1993; Keifer e cols, 2001).

No modelo susceptivel, enquanto que 60% dos animais CBA tratados
apenas com sacarose estavam mortos no décimo dia, 70% dos camundongos
CBA tratados com talidomida em sacarose morreram apenas a partir do
vigésimo dia de infeccdo. Entretanto, embora a maioria dos animais tratados
com a talidomida morreu mais tardiamente, nao houve diferenca estatistica
entre os dois grupos, uma vez que 0s animais comegaram e terminaram de
morrer no mesmo dia. Muniz-Junqueira e cols (2005) encontraram efeito
protetor da talidomida sobre a infeccdo malarica no mesmo modelo de
camundongo.

Avaliamos a influéncia da talidomida na evolugdo da parasitemia dos
camundongos Balb/C e CBA. O tratamento dos camundongos Balb/C apenas
com talidomida retardou apenas a elevacgao inicial da parasitemia. Nao estao
claros os mecanismos determinantes deste retardo no aumento da parasitemia.

E possivel que esta agdo tenha ocorrido de forma indireta, pelo aumento dos
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mecanismos de defesa antiparasitarios, j4 que a talidomida ndo tem acao
antiparasitaria direta (Ramirez-Villafuert, 1998; Franks e cols, 2004; Muniz-
Junqueira e cols, 2005). A maioria dos animais Balb/C nao tratados morreu a
partir do vigésimo quarto dia de infecgdo com parasitemia de 45,8% e
hematocrito de 25%. Nossos dados sao compativeis com os descritos
previamente para camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei ANKA, de
que eles morrem por volta da terceira semana de infeccdo com
hiperparasitemia e anemia grave, sem sinais de comprometimento do sistema
nervoso (Grau e cols, 1987; Pierrot e cols, 2003; Lamb e cols, 2006; Borges,
2006).

O tratamento com talidomida retardou a evolucdo da parasitemia até o
nono dia de infecgdo dos camundongos Balb/C, enquanto que o tratamento
com sacarose aumentou a parasitemia no inicio da infeccdo. Contudo, a
associagao da talidomida com a sacarose nao influenciou a parasitemia no
inicio da infeccdo em relagdo aos animais tratados apenas com sacarose,
porém aumentou a parasitemia em relagdo aos animais tratados com agua
destilada. Na fase intra-eritrocitaria, o plasmédio obtém a maior parte de suas
necessidades energéticas pela glicélise. Eritrocitos infectados pelo plasmédio
utilizam a glicose 100 vezes mais rapido que os eritrocitos n&do infectados
(Roth, 1988), e parece haver uma via diferenciada de difusdo da glicose em
hemacias parasitadas (Neame e Homewood, 1975; Tanabe, 1990), sendo que
a absorgao intracelular da glicose pelo parasita parece ocorrer principalmente
de forma passiva (Kirk e cols, 1996). E possivel que a sacarose administrada
tenha servido de substrato ao parasita no seu metabolismo, propiciando o

aumento discreto da parasitemia por nds observado.
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Quase 70% dos camundongos CBA infectados pelo P. berghei ANKA e
tratados com sacarose morreram por volta do décimo dia de infecgcado com
parasitemia de 13,1%, hematécrito de 48,5% e sinais de comprometimento
neurolégico. Entretanto, 25% dos animais morreram entre o décimo quinto e
vigésimo terceiro dia de infeccdo, com parasitemia de 28% e hematécrito de
23%, sem sinais de comprometimento neuroldgico, mas apresentando apatia,
ericamento de pélo, dispnéia e palidez de mucosa. Nossos dados sao similares
aos observados previamente de que 10% a 20% dos camundongos CBA
infectados pelo P. berghei ANKA nao apresentam sinais de malaria cerebral e
morrem por outras complicagdes da malaria, como anemia grave e
hiperparasitemia, por volta da terceira semana da infecgdo (Grau e cols, 1987;
Carvalho e cols, 2000). Tem sido sugerido que tal fenbmeno ocorra por fatores
individuais que alteram a expressdo de moléculas de adesdo na
microcirculagéo dos vasos (Carvalho e cols, 2000).

A talidomida diluida em sacarose nao influenciou a evolugdo da
parasitemia nos camundongos CBA em relacdo aos tratados apenas com
sacarose.

Observamos diferenca na média de peso no dia da inoculacido entre os
camundongos Balb/C dos diferentes grupos de tratamento e entre os
camundongos Balb/C e CBA. Para possibilitar a comparacado da evolugao do
peso nos diferentes grupos durante a infecgdo, analisamos a variagao
percentual individual do peso. Analisamos a evolugédo do peso até o vigésimo
segundo dia de infeccédo para o Balb/C e décimo quarto dia para o CBA, pois
nestes dias ainda restava um numero adequado de animais vivos para

propiciar a comparagdo. Durante a infeccdo pelo P. berghei ANKA,
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independente do tratamento utilizado para os dois modelos experimentais,
observou-se perda progressiva de peso.

O tratamento com talidomida dos camundongos Balb/C infectados
reduziu a perda de peso a partir do décimo oitavo dia de infeccdo em relagao
aos nao tratados. Na malaria, a caquexia é resultante da acdo de citocinas
como FNT, IL-1, IL-6 e IL-12 (Yoshimoto e cols, 1998; Tracey, 2002;
Onwuamaegbu e cols, 2004). O estimulo, principalmente inflamatério, aumenta
a taxa metabdlica basal e o consumo das reservas lipidicas e protéicas,
promovendo perda acentuada do peso. O aumento da taxa metabdlica basal
durante a doenca gera a necessidade de aumentar o aporte nutricional para
suprir o novo requerimento energético. Por outro lado, o préprio FNT também
causa anorexia (Tracey, 2002), aumentando, assim, a perda de peso. E
provavel que a diminuicdo da perda de peso nos animais tratados com
talidomida tenha ocorrido pela modulacdo da resposta inflamatéria, pela
inibicdo do FNT diretamente, aumentando a degradacdo do ARNm desta
citocina (Moreira e cols, 1993; Sampaio e cols, 1991), como, indiretamente, por
meio da inibigdo das cinases (IKKs) responsaveis pela ativagado da via do NFkB
(Keifer e cols, 2001; Leleu e cols, 2005; Teo e cols, 2005). Como o NFkB é
responsavel pela transcricdo ndao somente do FNT, mas também de outros
mediadores inflamatoérios, como a IL-1, é possivel que a talidomida, ao inibir as
IKKs, também iniba a transcricdo destas outras moléculas. De fato, o
tratamento com talidomida aumentou o ganho de peso em individuos
portadores do virus da imunodeficiéncia humana com ou sem tuberculose, cuja

fisiopatogenia também depende do FNT (Kaplan e cols, 2000).
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Os animais tratados apenas com sacarose apresentaram maior perda de
peso até o décimo primeiro dia da infeccdo em relagcdo aos animais que
receberam agua destilada, porém, a partir do décimo quarto dia, os animais
que receberam a sacarose perderam menos peso do que 0S animais que
receberam apenas agua. Entretanto, ndo esta esclarecido por que a talidomida
diluida em sacarose aumentou a perda de peso dos camundongos a partir do
décimo quarto dia de infeccdo em relagdo aos animais tratados apenas com
sacarose.

Para os camundongos CBA, o tratamento com talidomida em sacarose
nao influenciou a perda de peso.

Os camundongos Balb/C apresentaram maior perda de peso que os
CBA a partir do sexto dia de infeccdo, independente do tratamento.
Diferentemente de nossos resultados, Pierrot e cols (2003) ndo observaram
diferenca na variagado de peso entre os camundongos Balb/C e C57BL/6, este
ultimo susceptivel a malaria cerebral, infectados por P. berghei ANKA. Deve
ser observado que esses autores utilizaram animais com 16 semanas de idade,
enquanto que em nosso experimento 0s animais variavam ente 8 e 12
semanas de idade.

Avaliamos a influéncia da talidomida sobre o hematdcrito dos
camundongos Balb/C e CBA com o objetivo de verificar a interferéncia desta
droga na progressédo da anemia. A infec¢do malarica reduziu o hematécrito em
todos os grupos, independentemente do tratamento, nos dois modelos
estudados.

Os tratamentos com talidomida, com sacarose ou com talidomida e

sacarose combinadas dos camundongos Balb/C agravaram a anemia em
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relacdo aos animais tratados apenas com agua, a partir do vigésimo primeiro
dia de infeccdo. Tem sido observado que na anemia da malaria murina, a
diminuicdo da celularidade da medula 6ssea foi superior a 75% (Weiss e cols,
1989), refletindo uma diminuigdo na populagdo de progenitores eritroides
proporcional a severidade da infecgao (Silverman e cols, 1987). Foi sugerido
que citocinas como o FNT (Miller e cols, 1989) e o INF-y (Yap e Stevenson,
1994) fossem responsaveis pela anemia, porém a neutralizacdo destas
citocinas com anticorpos monoclonais ndo modificou a populacdo dos
progenitores eritréides (Yap e Stevenson, 1994). Por outro lado, o FNT diminui,
indiretamente, a produgao da eritropoetina, por inibir a producao de IL-10, além
de estimular a eritrofagocitose pelos macréfagos (Roth e Herman, 1979; Miller
e cols, 1989; Chang e Stevenson, 2004). Portanto, esperava-se que, com a
inibicdo do FNT pela talidomida, houvesse alteragdo na evolugao da anemia.
Ao contrario, a partir do vigésimo primeiro dia, houve agravamento da anemia
pela talidomida. Por outro lado, o FNT foi quantificado apenas no oitavo dia de
infeccdo, o que pode nao representar a cinética da producado desta citocina
durante toda a infecgdo. A talidomida pode indiretamente estimular a
eritropoiese ao diminuir a produgao de FNT, aumentar a produgao de IL-10 e
modular a producédo de IL-12. Por outro lado, sugere-se que a produgao
excessiva de IL-10 interfira com o metabolismo do ferro e que seja responsavel
pela anemia durante o processo inflamatério crénico (Tilg e cols, 2002). E
possivel que a imunomodulagdo causada pela talidomida tenha aumentado a
producao de IL-10, agravando a anemia a partir do vigésimo primeiro dia de
infeccdo. Porém, este aumento foi observado apenas ao final da infecgao.

Ademais, embora os efeitos adversos da talidomida sejam infrequentes e
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principalmente relacionados as alteragdes neurologicas, relata-se que
neutropenia e anemia hipocrdmica sejam complicagcdes hematoldgicas raras
com o0 uso da talidomida (Ghobrial e Rajkumar, 2003). Além do mais, o
mecanismo de anemia na malaria ndo esta completamente elucidado e parece

envolver muitos outros fatores.

A sacarose agravou a anemia ao final da infecgdo nos camundongos
Balb/C. E provavel que tal fato tenha ocorrido devido ao aumento da resposta
inflamatéria e do estresse oxidativo somado ao aumento discreto da
parasitemia observado nos animais tratados com sacarose. Entretanto, a
anemia pela ruptura dos eritrocitos infectados pds-esquizogonia n&o € o unico

mecanismo relacionado a anemia na malaria (Evans e cols, 2006).

Os camundongos Balb/C apresentaram anemia mais grave e precoce
em relagdo aos camundongos CBA independente do tratamento, acentuando-
se a partir do nono dia de infecgdo, semelhante ao observado por Roth e
Herman (1979), que relataram que o Balb/C apresenta anemia progressiva
iniciando em torno do sétimo dia de infecgdo com posterior reticulocitose. Os
camundongos CBA apresentaram anemia mais discreta, o que € compativel ao
observado por outros autores, uma vez que camundongos CBA infectados por
P. berghei ANKA morrem por malaria cerebral com baixa parasitemia e anemia

(Grau e cols, 1987; Carvalho e cols, 2000).

O macrofago é uma célula fagocitaria especializada importante na
defesa contra o plasmédio (Ockenhouse e Shear, 1984). Os fagdcitos
expressam uma variedade de receptores que participam do reconhecimento e

internalizagao dos patdégenos. A resposta imunitaria inata pode se dar por meio
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de receptores que reconhecem padrdes moleculares de patégenos (rPMP), tais
como o receptor para manose, para lecitina, para integrinas e TOLL, e por meio
de proteinas do complemento presentes no soro, por mecanismos

dependentes ou independentes de anticorpos (Underhill, 2002).

No nosso modelo, para estudar a fungdo dos fagdcitos, utilizamos os
macrofagos peritoneais, pois ndo sdo células fixas e podem participar da
defesa em todo o organismo. Portanto, € provavel que estas células
representem a populacdo de fagdcitos envolvidos na defesa e na
imunopatogenia antiparasitaria. A fagocitose pelos macréfagos peritoneais foi
testada na presenga de soro fetal bovino, para avaliar a fagocitose por meio de
receptores que reconhecem padrbes moleculares de patégenos (rPMP), e na
presenga de soro fresco de camundongo, para avaliar a fagocitose por meio de
receptores para as moléculas do sistema complemento ou receptores para a
fragdo Fc das imunoglobulinas. As opsoninas que estdo presentes no soro
fresco aderem-se as leveduras e ao mesmo tempo ligam-se aos receptores

presentes na superficie dos macrofagos, facilitando a fagocitose.

A talidomida n&o influenciou a fagocitose pelos macrofagos pelos rPMP
nos dois modelos de camundongos estudados. Quando comparamos os dois
modelos animais, os camundongos Balb/C, independente da infecgdo ou do
tratamento, apresentaram maior capacidade fagocitaria por meio dos rPMP e
pelos receptores para opsoninas que os camundongos CBA. O aumento da
fagocitose pelos rPMP foi devido ao maior envolvimento de macréfagos na
fagocitose, e 0o aumento da capacidade fagocitaria por meio dos receptores
para opsoninas foi devido tanto ao envolvimento de macréfagos na fagocitose

quanto pelo numero de leveduras ingeridas/aderidas. A desigualdade na
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capacidade fagocitaria entre os dois modelos pode, em parte, ser explicada
pelo fato de que tem sido mostrado que a expressao dos rPMP ocorre de forma
diferenciada de acordo com o tipo de célula, estimulos, tecidos e modelos
experimentais animais estudados (Loose, 1984; Nebl, 2005). Ademais, 0 menor
envolvimento de macrofagos na fagocitose nos camundongos CBA pode ter
ocorrido pela diferenca na expressao de moléculas quimiotaticas, pois tem sido
observada expressao diferenciada de RANTES nas membranas celulares dos
macrofagos em diferentes cepas de camundongos (Hanum e cols, 2003).

Entre os mecanismos microbicidas dos fagdcitos encontram-se os
radicais de oxigénio e nitrogénio, moléculas que podem participar tanto da
imunopatogenia quanto da protegdo na malaria (Kremsner e cols, 2000; Gyan e
cols, 2002; Pabon e cols, 2003). Em nosso estudo, nem o tratamento com
talidomida nem a infecgdo pelo Plasmodium berghei ANKA modificaram a
producdo de perdxido de hidrogénio pelos macréfagos dos camundongos
Balb/C, pelo menos no oitavo dia de infecgdo. Borges (2006) também nao
observou alteragao da producao deste radical na infecgédo por P. berghei ANKA
em camundongos Balb/C. Tem sido sugerido que este radical livre participa dos
mecanismos imunopatogénicos da forma cerebral. Pelo fato destes animais
nao desenvolverem a forma grave cerebral, é possivel que a falta de producao
de radicais de oxigénio seja um fator protetor para o desenvolvimento da forma
grave nestes animais. Entretanto no modelo CBA, Muniz-Junqueira e cols
(2005) demonstraram que o tratamento com talidomida de camundongos
infectados com P. berghei ANKA aumentou discretamente a produgéo de H,O,
e relacionaram este efeito imunomodulatorio da talidomida a mecanismos de

protecdo. Em nosso estudo, ndo conseguimos reproduzir este efeito da
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talidomida em camundongos CBA infectados com a mesma cepa, talvez devido
ao reduzido numero de animais estudados. Contudo, ndo detectamos diferenca
na produgdo peroxido de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais ao
compararmos o0s dois modelos.

Tém sido controversos os resultados de producdo de perdxido de
hidrogénio na malaria, podendo estar tanto aumentada quanto diminuida de
acordo com a combinagdo do modelo experimental e do plasmddio utilizado,
alem do periodo da infeccdo onde foi avaliada sua producido e do tipo de
macrofago envolvido, uma vez que esta parece ser ciclica (Brinkmann e cols,
1984; Wozencraft e cols, 1984; Stevenson e cols, 1992). Brinkmann e cols
(1984) demonstraram que camundongos C57BL/6 infectados pelo P. yoelli
produzem mais H;O, que quando infectados por P. berghei ANKA e que,
quando estes camundongos sao infectados pelo P. chabaundi, produzem
grande quantidade deste radical até o sétimo dia, reduzindo para valores
normais no décimo dia (Stevenson e cols, 1992).

Tem-se apontado o o6xido nitrico (ON) como uma molécula crucial na
patogénese da malaria (Clark e Cowden, 2003), porém seu mecanismo de
agao durante a infecgao é controverso (Sobolewski e cols, 2005). Em nossos
experimentos, o tratamento com talidomida dos camundongos Balb/C
infectados pelo P. berghei ANKA modulou negativamente a produgéo bioldgica
de oxido nitrico e a infeccdo aumentou a producao desta molécula, pelo menos
no oitavo dia. Lopez-Talavera e cols (1996) demonstraram que a talidomida
diminui a sintese de 6xido nitrico indiretamente por inibir o FNT durante a
sindrome circulatéria hiperdindmica induzida em ratos, e diretamente, por inibir

a sintase do 6xido nitrico. Também observamos que os camundongos Balb/C
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infectados apresentaram maior produgédo de ON que os camundongos CBA.
Contudo, no modelo CBA, a talidomida causou discreta redugao bioldgica na
producdo de ON pelos macréfagos peritoneais no oitavo dia de infecgao.
Diferentemente, Muniz-Junqueira e cols (2005) encontraram aumento da
producao de 6xido nitrico pelos macrofagos peritoneais dos camundongos CBA
tratados com talidomida, associado com melhor sobrevida, sugerindo que o
aumento do oxido nitrico pela talidomida teve efeito protetor. Tal diferenca em
relagdo aos nossos dados possivelmente se deveu ao numero muito limitado
de animais usados no nosso experimento. Por outro lado, ao contrario do que
foi observado nos camundongos Balb/C, a estimulagdo com INF-y, LPS ou INF-
vy e LPS concomitantemente foram capazes de aumentar a produgdo de ON
pelos macréfagos peritoneais dos camundongos CBA. Segundo Stevenson e
cols (1995) e Jacobs e cols (1996), a producdo de Oxido nitrico pode ser
regulada tanto pelo INF-y quanto pelo FNT. Nao esta esclarecido por que estes
estimulos n&o induziram a producédo de oxido nitrico pelos macréfagos dos
camundongos Balb/C. E provavel que os modelos animais utilizados
respondam diferentemente aos mesmos estimulos e que o ON ndo seja
estimulado pelo interferon gama, mas sim pelo FNT via iINOS, que é expressa
na membrana dos macrofagos de acordo com o modelo murino (Nahrevanian e
Dascombe, 2002). Outra hipétese é que, assim como o H,O;, a producao de
ON ¢é dependente do modelo experimental, do tecido onde esta sendo
produzido, do dia de infeccdo, da parasitemia e do plasmaddio utilizado, o que
também explica a maior produgao de 6xido nitrico pelos camundongos Balb/C

em comparacao aos CBA na infeccao.
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Nossos dados mostraram que os macréfagos dos camundongos Balb/C
infectados pelo P. berghei ANKA aumentaram tanto a produgao sérica de FNT
quanto a produgdo em cultura pelos macréfagos peritoneais, e que o
tratamento com talidomida diminuiu esta producdo. Hanum e cols (2003)
demonstraram niveis aumentados de FNT nos sobrenadantes de culturas de
células esplénicas de camundongos Balb/C, a partir do oitavo dia de infecgéo
pelo P. berghei ANKA, enquanto outros autores relataram niveis séricos
elevados de FNT nas formas graves da malaria (Kwiatkowski e cols, 1990;
Grau e Lou, 1994). Provavelmente, a diminuicdo da producdo do FNT se deveu
ao aumento da taxa de degradagcdo do ARNm do FNT pela talidomida (Moreira
e cols, 1993). Este efeito da talidomida ja foi demonstrado em mondcitos
humanos tanto in vitro (Sampaio e cols, 1991) quanto in vivo (Sampaio e cols,
1993). Portanto, € provavel que o FNT no modelo Balb/C, esteja envolvido com
a protecao contra a infecgao, contribuindo para maior sobrevida dos animais
devido ao seu efeito antiparasitario (Muniz-Junqueira e cols, 2001), sendo que
a sua inibigao nao foi prejudicial aos animais, uma vez que nao houve-alteragéo
da evolugao da doenga nem modificagdo da sobrevida pelo tratamento com a
talidomida.

Os camundongos CBA infectados pelo P. berghei ANKA apresentaram
discreto aumento biolégico da producédo de FNT na cultura de sobrenadante de
macrofagos peritoneais apenas apos estimulo com LPS, e o tratamento com
talidomida reduziu esta producdo. Entretanto, detectamos aumento dos niveis
séricos do FNT durante a infeccdo sendo que o tratamento com talidomida néo
alterou esta produgdo. Os efeitos observados nos camundongos Balb/C, como

aumento da producédo de FNT na cultura de macréfagos e no soro e a inibigéo
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desta produgado pela talidomida, ndo foram observados nos camundongos
CBA, possivelmente pelo numero limitado de animais utilizados no
experimento. Outra possibilidade é que o oitavo dia de infeccdo pode nao ser
para este modelo, o dia mais representativo da producdo de FNT. De fato,
Hanum e cols (2003) detectaram produgao de FNT no quarto dia de infecgao
em todas as amostras de camundongos C57BL/6, modelo susceptivel a
malaria cerebral. Contudo, apenas a metade dos animais apresentou producao
detectavel de FNT nos sexto e sétimo dias de infecgdo. De fato, detectamos,
no oitavo dia de infeccdo, maiores quantidades de FNT no sobrenadante das
culturas de macrofagos dos camundongos Balb/C do que dos CBA.
Observamos que a producdo de FNT na cultura de macréfagos para os
dois modelos foi maior que a detectada no soro, sendo que no soro as
concentragbes de FNT foram similares para os dois modelos estudados.
Embora alguns autores demonstrem niveis plasmaticos aumentados de FNT
em camundongos (Grau e cols, 1987) e humanos (Grau e cols, 1989;
Kwiatkowski e cols, 1990) com malaria cerebral, Carvalho e cols (2000) nao
demonstraram correlagédo entre o nivel plasmatico de FNT e os sinais clinicos
ou as alteragdes histopatoldgicas nos camundongos CBA. Os niveis locais de
citocinas, associados com alteragbées como congestdo vascular, seriam mais
importantes na determinagcdo da progressao da infeccdo do que os niveis
sistémicos (Jennings e cols, 1998). No nosso estudo, observamos niveis
maiores de producdo de FNT na cultura de macrofagos dos camundongos
Balb/C do que dos CBA. Uma possibilidade para explicar a auséncia de lesao
cerebral e niveis elevados de FNT no modelo Balb/C estaria relacionada com a

expressao ou o tipo de resposta dos receptores para esta citocina. De fato,
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Piguet e cols (2002) sugerem que a evolugao da malaria cerebral depende da
producado de FNT, mas também do tipo de receptor ao qual se ligara, sendo
que camundongos C57BL/6 nocauteados para o R2FNT eram resistentes a
forma grave da doenga. Da mesma forma, Lucas e cols (1997) observaram que
nos cérebros de camundongos CBA havia expressao aumentada de R2FNT,
enquanto que em Balb/C a expressdo de ambos receptores era normal. E
possivel que, em nosso trabalho, apesar dos camundongos Balb/C terem
apresentado maior producdo de FNT que os camundongos CBA, aqueles nao
desenvolvam a forma cerebral da doenca pela expressido diferenciada de
receptores para o FNT, inclusive no endotélio vascular, e os camundongos
CBA, mesmo com menor producdo de FNT, podem apresentar maior
responsividade a esta molécula.

Pelo conjunto de nossas observagbes nos camundongos Balb/C
infectados pelo P. berghei ANKA, a talidomida ndo modificou a curva de
sobrevida, diminuiu a perda de peso, retardou a elevacdo da parasitemia em
nove dias, entretanto, agravou a anemia a partir do vigésimo primeiro dia de
infeccdo em relagdo aos animais tratados apenas com agua destilada. Nos
animais tratados apenas com a sacarose, 0 agucar antecipou em um dia o
inicio da morte e diminuiu em nove dias o tempo de vida, aumentou a
parasitemia, agravou a anemia a partir do vigésimo primeiro dia e aumentou a
perda de peso no inicio da infeccdo, porém reduziu a perda de peso
posteriormente, a partir do décimo quarto dia em relagdo aos animais tratados
apenas com agua destilada. A diluicdo da talidomida na solugdo de sacarose
nao modificou a curva de sobrevida nem a perda de peso, porém agravou a

evolugdo da anemia a partir do vigésimo primeiro dia da infec¢ao e a elevagéo
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da parasitemia no quarto dia de infecgao em relagao aos animais tratados com
agua destilada. A talidomida nao alterou a capacidade fagocitaria e a produgéo
de peroxido de hidrogénio; modulou negativamente a produgéo de 6xido nitrico,
provavelmente por ter diminuido a produgdo de FNT tanto na cultura de
macrofagos quanto no soro. Nos camundongos CBA infectados pelo P. berghei
ANKA, o tratamento com talidomida ndo modificou a curva de sobrevida dos
animais, a perda de peso, a parasitemia, a anemia, a capacidade fagocitaria e
a produgdo de peroxido de hidrogénio, porém modulou negativamente a
producao de 6xido nitrico.

Nossos dados analisaram, pela primeira vez, a influéncia da talidomida
sobre a evolugdo da infeccdo malarica em modelo ndo susceptivel a forma
cerebral.

Observamos que os dois modelos de camundongos apresentaram
respostas diferentes do sistema imunitario ao estimulo pelo parasita e a
influéncia da talidomida. Isto ocorre provavelmente pelas caracteristicas
genéticas diferentes de cada modelo de camundongo, e determinardo como
consequéncia o tipo de evolugao da doenca.

Nossos dados sugerem que a administragdo isolada de sacarose por via
oral e venosa deve ser mais bem avaliada, desde que na vigéncia do
tratamento das formas graves da malaria estes pacientes estardo sendo
submetidos a administragcdo endovenosa de solugdo glicosada, sendo
passiveis, portanto, de sofrerem influéncias deletérias do acgucar durante a
infeccdo malarica.

O principal objetivo deste trabalho foi verificar se a talidomida utilizada

num modelo que nao evoluiria para a forma cerebral poderia aumentar a
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gravidade da malaria, desde que esta droga modula o sistema imunitario.
Mostramos que a talidomida, embora tenha agravado a anemia no final da
infecgdo, ndo alterou a sobrevida dos animais e ainda melhorou a parasitemia
e a perda de peso durante a infecgdo, e os macréfagos dos animais tratados
apresentaram uma producéao de 6xido nitrico mais adequada. Isto sugere que a
talidomida provavelmente nao interferira na evolucdo da doenga em individuos
que nao desenvolveriam a forma grave da malaria. Portanto, a utilizagdo da
talidomida como terapia adjuvante aos anti-plasmodiais, antes das
manifestagdes clinicas de gravidade da doencga, deve ser avaliada em seres
humanos, exceto mulheres, com o objetivo de diminuir a grande morbidade e

mortalidade da malaria.
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CONCLUSOES



1. O tratamento com talidomida com adicdo ou ndo de sacarose, iniciado a
partir do terceiro dia de infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA, néo
modificou a sobrevida dos camundongos Balb/C em relacdo aos animais que
receberam apenas agua destilada. Os animais tratados apenas com sacarose
comecaram a morrer mais precocemente e houve diminuicdo da sobrevida
neste grupo. A associacdo da talidomida com a sacarose retardou o inicio da
morte e aumentou a sobrevida dos camundongos em relacdo aos animais
tratados apenas com o agucar, mas ndo modificou a sobrevida em relacdo aos
animais tratados com agua destilada. Nos camundongos CBA, o tratamento
com talidomida e sacarose nao modificou a sobrevida dos animais em relacéo

aos tratados com sacarose.

2. Todos os animais perderam peso durante a infecgcdo, independente do
tratamento. Os animais tratados com talidomida ou sacarose apresentaram
menor perda peso ao final da infeccdo em relagdo aos tratados com agua
destilada. O tratamento com talidomida diluida em sacarose ndo modificou a
perda de peso dos camundongos Balb/C em relagdo aos animais que
receberam agua destilada. Porém, os animais tratados com talidomida diluida
em sacarose apresentaram maior perda de peso até o final da infeccdo em
relacdo aos tratados, isoladamente, com sacarose ou com talidomida. Nos
camundongos CBA, o tratamento com talidomida em sacarose ndo modificou a

perda de peso dos animais em relacdo aos tratados apenas com sacarose.

3. Os camundongos Balb/C infectados por P. berghei ANKA e tratados com

talidomida apresentaram retardo na evolucdo da parasitemia até o quarto dia
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em relacdo aos animais tratados apenas com agua destilada. Os animais
tratados apenas com sacarose apresentaram maior parasitemia no quarto dia,
em relacdo aos animais tratados apenas com talidomida ou agua destilada. Os
animais tratados com talidomida em sacarose apresentaram maior parasitemia
no quarto dia de infeccéo, em relacédo aos tratados somente com talidomida ou
agua destilada, e retardo na evolucdo da parasitemia a partir do vigésimo
primeiro dia, em relacdo aos animais tratados apenas com sacarose. Para 0s
camundongos CBA, o tratamento com talidomida em sacarose ndo modificou a
evolucdo da parasitemia em relacdo aos tratados apenas com sacarose. Os
camundongos Balb/C morreram com parasitemia mais elevada do que os

camundongos CBA.

4. Todos os animais apresentaram anemia durante a infecgcédo, independente
do tratamento utilizado. Os camundongos Balb/C infectados pelo P. berghei
ANKA e tratados com talidomida, talidomida diluida em sacarose ou sacarose
apresentaram maior reducdo do hematdcrito em relagdo aos tratados com agua
destilada a partir do vigésimo primeiro dia. Contudo, o tratamento com
talidomida em sacarose ndo modificou a evolucdo do hematdcrito em relacao
aos animais tratados apenas com sacarose. Para os camundongos CBA, o
tratamento com talidomida em sacarose ndo modificou a diminuicdo do
hematdécrito em relacédo aos tratados apenas com sacarose. Os camundongos
CBA morreram com hematécrito elevado, provavelmente por malaria cerebral,
enquanto que os camundongos Balb/C morreram mais tardiamente com

hematdcrito muito mais baixo, possivelmente pela anemia.
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5. O tratamento com talidomida, iniciado a partir do terceiro dia de infeccéo
pelo P. berghei ANKA, ndo modificou a capacidade fagocitaria dos macréfagos
dos camundongos Balb/C e CBA pelos receptores para padres moleculares

de patégenos ou pelas opsoninas presentes no soro fresco.

6. O tratamento com talidomida ndo modificou a producéo de fator de necrose
tumoral dos camundongos Balb/C e CBA no sobrenadante da cultura de

macrofagos e no soro.

7. Observamos maiores concentracdes de FNT no sobrenadante das culturas

de macréfagos peritoneais do que no sangue dos camundongos Balb/C e CBA.

8. O tratamento com talidomida ndo modificou a producdo de perdxido de

hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos camundongos Balb/C e CBA.

9. O tratamento com talidomida modulou negativamente a producdo de oxido
nitrico estimulada por LPS pelos macréfagos peritoneais de camundongos

Balb/C, aumentada durante a infecgao.

10. Nossos dados sugerem que fatores genéticos estdo envolvidos na
imunopatologia da maléria nestes dois modelos estudados, determinando a
evolucdo da doenca para a forma grave. Sugerem também que a sacarose
sozinha piora a evolucdo da doenca no modelo ndo susceptivel a forma
cerebral, pois diminuiu a sobrevida, aumentou a parasitemia e a anemia.

Nossos dados sugerem que a talidomida modulou a diminuicdo da perda de
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peso no final da infeccado e retardou a evolucédo inicial da parasitemia. Nao
modificou a capacidade fagocitaria e a producdo de peroxido de hidrogénio. E
modulou negativamente os niveis de FNT e 6xido nitrico aumentados pela
infeccdo. Estes fatos sugerem que a talidomida provavelmente néo prejudicara
a resposta do sistema imunitario dos individuos que nao evoluiriam para a
forma grave da doenca. Nossos dados sugerem que a talidomida deve ser
avaliada em seres humanos, exceto em mulheres, como terapia adjuvante as
drogas anti-plasmodiais, com o intuito de reduzir a morbi-mortalidade das

formas graves da doenca.
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ANEXO TABELAS



Tabela 01

Andlise comparativa entre as variagdes percentuais de pesos do vigésimo segundo dia de infeccdo
malarica pelo Plasmodium berghei ANKA, nos camundongos Balb/C, para os seguintes tratamentos: 150
mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida diluida em solucdo de sacarose 0,8M
(Pb+T+S), solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua destilada (Pb).

Variagao percentual

Modelo murino Grupos Média A% + DP em relagao ao peso
inicial
Pb -0,3648+0,03 31,64
Pb+T -0,1145+0,02 32,55
Balb/C
Pb+T+S -0,3308+0,05 32,17
Pb+S -0,1418+0,06 37,05

p=0,002, Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn para comparagao entre os grupos: Pb x
Pb+S e Pb x Pb+T (p<0,05); Pb x Pb+T+S, Pb+T+S x Pb+S, Pb+T+S x Pb+T e Pb+S x Pb+T
(p>0,05).

Tabela 02

Andlise comparativa entre as variagcdes percentuais de pesos do décimo quarto dia de infec¢do maldrica
pelo Plasmodium berghei ANKA, nos camundongos CBA e Balb/C, para os seguintes tratamentos: 150
mg/Kg/dia de talidomida diluida em solugdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S) e solucdo de sacarose 0,8M
(Pb+S).

Variagao percentual

Modelo murino Grupos Média A% + DP em relacéo ao peso
inicial
Pb+S -0,0830+0,07 12,25
CBA

Pb+T+S -0,04986+0,06 16,52
Pb+S -0,06714+0,04 22,07

Balb/C
Pb+T+S -0,2040+0,12 19,42

A% entre os grupos Pb+S e PB+T+S dos camundongos CBA: p=0,666, Mann-Whitney.
A% entre os grupos Pb+S e PB+T+S dos camundongos Balb/C: p=0,01, Mann-Whitney.
A% entre Pb+S CBA e Pb+S Balb/C: p=1, Mann-Whitney.

A% entre Pb+T+S CBA e Pb+T+S Balb/C: p=0,36, Mann-Whitney.

152



Tabela 03

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida diluida em
solucdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solucdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua destilada (Pb) sobre o
hematécrito no quarto dia de infeccdo de camundongos Balb/C, ndo susceptiveis a malaria cerebral,
infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Hematdcrito (%) — Balb/C

GRUPOS Quarto dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb 10 1 0,7-1,5 0,4-1,8
Pb+T 10 4,8 3,9-8,2 0,4-9,2
Pb+T+S 10 0,6 0,2-1,1 0-1,6
Pb+S 9 3 1-4,8 0,6-6

P<0,0001, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagcdo entre os grupos:
Pb+S x Pb, Pb+S x Pb+T, Pb+T+S x Pb, Pb+T+S x Pb+T (p<0,0001); Pb+S x Pb+T+S e Pb+T
x Pb (p>0,05).

Tabela 04

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida
diluida em solu¢cdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua
destilada (Pb) sobre o hematdcrito no nono dia de infecgdo de camundongos Balb/C, nao
susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Hematdcrito (%) — Balb/C

GRUPOS Nono dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb 10 14 10,4-28,5 6,6-59,2
Pb+T 9 16,6 10,3-25 0,8-25,8
Pb+T+S 10 13,3 10,8-15,5 3,4-26,8
Pb+S 9 17 15,4-21,1 11,2-36,7

P=0,0005, Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn para comparacao entre os grupo: Pb+S
x Pb, Pb+S x Pb+T, Pb+T+S x Pb+T (p<0,05); Pb+S x Pb+T+S e Pb x Pb+T (p<0,05).
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Tabela 05

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida
diluida em solugcdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua
destilada (Pb) sobre o hematdécrito no décimo quinto dia de infecgao de camundongos Balb/C, ndo
susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Hematocrito (%) — Balb/C

GRUPOS Décimo quinto dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb 6 33,5 24,7-44,9 24-50,8
Pb+T 7 31,8 26-44 20,4-49
Pb+T+S 9 42 20,2-46,3 15,4-80
Pb+S 7 42,6 22,8-56,8 20-58,6

p<0,034, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos
(p>0,05).

Tabela 06

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida
diluida em solugao de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solucdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua
destilada (Pb) sobre o hematdcrito no vigésimo primeiro dia de infecgcdo de camundongos Balb/C,
nao susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Hematdcrito (%) — Balb/C

GRUPOS Vigésimo primeiro dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb 6 45,8 31,5-58 28-59
Pb+T 6 46,2 43,2-49 42,4-51,2
Pb+T+S 5 51,2 42,5-72,3 37-80
Pb+S 5 52 48,1-74,3 48-87

p=0,002, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparacgao entre os grupos: Pb+S x
Pb e Pb x Pb+T+S (p<0,01); Pb+S x Pb+T+S, Pb+S x Pb+T, Pb x Pb+T e Pb+T+S x Pb+T (p>0,05)
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Tabela 07

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida diluida em solugéo de sacarose 0,8M
(Pb+T+S) e solucdo de sacarose 0,8M (Pb+S) sobre o hematdcrito no quarto dia de infecgdo de
camundongos CBA, susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Hematdcrito (%) — CBA

GRUPOS Quarto dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb+S 8 0,2 0-0,6 0-1,8
Pb+T+S 8 - 0,1-1,8 0-2,8

p=0,09, teste t.

Tabela 08

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida diluida em solugéo de sacarose 0,8M
(Pb+T+S) e solugcdo de sacarose 0,8M (Pb+S) sobre o hematdcrito no nono dia de infecgéo de
camundongos CBA, susceptiveis & malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Hematdcrito (%) — CBA

GRUPOS Nono dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb+S 6 13,1 4-16,5 0,2-17,4
Pb+T+S 8 13,6 5,6-15 2-18,4

p=0,08, Mann-Whitney.
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Tabela 09

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida
diluida em solu¢cdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua
destilada (Pb) sobre a parasitemia no quarto dia de infeccdo de camundongos Balb/C, n&o
susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Parasitemia (%) — Balb/C

GRUPOS Quarto dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb 10 65 61-72,7 55-79
Pb+T 10 63 58-70 52-76
Pb+T+S 10 54 51-55 49-56
Pb+S 10 52,5 50-54 44-55

P<0,0001, ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagao entre os
grupos: Pb+T x Pb+T+S, Pb+T x Pb+S, Pb x Pb+T+S, Pb x Pb+S e Pb+S x Pb+T+S (p<0,05);
Pb+T x Pb (p>0,05).

Tabela 10

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida
diluida em solugcdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua
destilada (Pb) sobre a parasitemia no nono dia de infecgdo de camundongos Balb/C, nao
susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Parasitemia (%) — Balb/C

GRUPOS Nono dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb 10 37 34-40 30-58
Pb+T 10 38 32,5-43 32-53
Pb+T+S 9 29 24-31 17-55
Pb+S 10 26 23-32,5 20-39

p=0,376, Kruskal-Wallis.
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Tabela 11

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida
diluida em solu¢cdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua
destilada (Pb) sobre a parasitemia no décimo quinto dia de infecgdo de camundongos Balb/C, néo
susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Parasitemia (%) — Balb/C

GRUPOS Décimo quinto dia
N Mediana Quartis Extremos
Pb 6 27,5 24,5-33 22-36
Pb+T 9 30 25,5-34 25-36
Pb+T+S 8 24 20,5-27 19-42
Pb+S 7 27 20-26 19-28

p=0,793, Kruskal-Wallis.

Tabela 12

Influéncia do tratamento com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+T), 150 mg/Kg/dia de talidomida
diluida em solugcdo de sacarose 0,8M (Pb+T+S), solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) e agua
destilada (Pb) sobre a parasitemia no vigésimo primeiro dia de infeccao de camundongos Balb/C,
nao susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Parasitemia (%) — Balb/C

GRUPOS Vigésimo primeiro dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb 6 25,5 17-30,5 14-31
Pb+T 5 15 13-18 11-20
Pb+T+S 6 11 11-15 11-19
Pb+S 6 11 11-12,5 11-13

p=0,118, Kruskal-Wallis.
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Tabela 13

Influéncia do tratamento 150 mg/Kg/dia de talidomida diluida em solugdo de sacarose 0,8M
(Pb+T+S) e solucdo de sacarose 0,8M (Pb+S) sobre a parasitemia no quarto dia de infecgdo de
camundongos CBA, susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Parasitemia (%) — CBA

GRUPOS Quarto dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb+S 8 56,5 51,5-62 50-66
Pb+T+S 8 52 51-55 50-56

p=0,09, teste t.

Tabela 14

Influéncia do tratamento 150 mg/Kg/dia de talidomida diluida em solugdo de sacarose 0,8M
(Pb+T+S) e solugdo de sacarose 0,8M (Pb+S) sobre a parasitemia no nono dia de infecgéo de
camundongos CBA, susceptiveis a malaria cerebral, infectados com Plasmodium berghei

ANKA.

Parasitemia (%) — CBA

GRUPOS Nono dia
n Mediana Quartis Extremos
Pb+S 6 48,7 39-54,5 31-57
Pb+T+S 8 36,5 33-45,5 32-50

p=0,08, Mann-Whitney.
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Tabela 15

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
indice fagocitario de macréfagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados ou nao com P.
berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras ndo sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras n3o sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 10 64 38,7-99 24-115,5
Tal 9 42 27-107,3 16,5-141,5
Pb 7 55 23-95,5 12-147,5
Pb+Tal 10 49,5 17,2-98,5 13,5-128,5

p=0,931, ANOVA.

Tabela 16

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos Balb/C infectados ou néo
com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras ndo sensibilizadas, na presenca de soro fetal
bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de
sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados
com solugao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 10 29 18-41 6,5-47,5
Tal 9 22,5 13,2-42 9,5-51,5
Pb 7 26,5 10,5-36 7-47,5
Pb+Tal 10 24,5 12,2-32 5,5-44

p=0,803, ANOVA.
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Tabela 17

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macréfagos peritoneais de camundongos
Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras n3o sensibilizadas, na
presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados
com solugdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais
infectados tratados com solugdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida
(Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

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

p=0,758, ANOVA.

Tabela 18

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
indice fagocitario de macréfagos peritoneais de camundongos CBA infectados ou ndo com P.
berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras ndo sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 28 - 10,5-33
Tal 3 8 - 2-13,5
Pb 2 10,2 - 6-14,5
Pb+Tal 4 6,2 1,7-14 1-18

p=0,257, Kruskal-Wallis.
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Tabela 19

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macrofagos envolvidos na fagocitose em camundongos CBA infectados ou ndo com
P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras n3o sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com solu¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras n3o sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 9,5 - 6-10,5
Tal 3 6 - 1-9
Pb 2 5,5 - 2-9
Pb+Tal 4 3 1-6,7 0,5-9

p=0,265, Kruskal-Wallis.

Tabela 20

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macréfagos peritoneais de camundongos CBA
infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras ndo sensibilizadas, na
presencga de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados
com solucdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais
infectados tratados com solugdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida
(Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/aderidas — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 29 - 1,7-3,1
Tal 3 1,5 - 1,3-2
Pb 2 2,3 - 1,6-3
Pb+Tal 4 2,0 1,8-2,2 1,7-2,2

p=0,276, Kruskal-Wallis,.
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Tabela 21

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
indice fagocitario de macréfagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados ou ndo com P.
berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras ni3o sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario - Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 95,5 42-108,5 32-227
Tal 8 138,3 76,5-240 50,5-249
Pb 9 77 23,7-127,5 18-167,5
Pb+Tal 13 59 32,2-122 15-211,5

p=0,064, ANOVA.

Tabela 22

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos Balb/C infectados ou nao
com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras nio sensibilizadas, na presenga de soro fetal
bovino inativado, nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com solugcéo de
sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados
com solucao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 38,5 19-43,5 9-55,5
Tal 8 38,2 26,7-59,2 19-74,5
Pb 9 25,5 10,7-46 9-55,5
Pb+Tal 13 24 15,5-39 8,5-59

p=0,232, ANOVA.
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Tabela 23

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macrofagos peritoneais de camundongos
Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras n3o sensibilizadas, na
presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados
com solucdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais
infectados tratados com solugdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida
(Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 2,8 2,4-3,5 1,8-4,1
Tal 8 3,5 3,1-4 1,9-4,2
Pb 9 2,5 2,1-3,4 1,8-3,9
Pb+Tal 13 2,5 2,1-3,5 1,8-4

p=0,193, Kruskal-Wallis.

Tabela 24

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre o
indice fagocitario de macréfagos peritoneais de camundongos CBA infectados ou ndo com P.
berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras ndo sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras ndo sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 24 - 17,5-61
Tal 3 15 - 14,5-41
Pb 4 19 6,2-69 2-40,5
Pb+Tal 5 11,5 7,7-29,5 4-34,5

p=0,659, Kruskal-Wallis.
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Tabela 25

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macrofagos envolvidos na fagocitose em camundongos CBA infectados ou ndo com
P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras n3o sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras n3o sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 9,5 - 9-2
Tal 3 7,5 - 7,5-10,5
Pb 4 8,7 3,2-22,5 1-33
Pb+Tal 5 5 4,2-14,2 4-16,5

p=0,738, Kruskal-Wallis.

Tabela 26

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macréfagos peritoneais de camundongos CBA
infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras n3o sensibilizadas, na
presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados
com solucdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais
infectados tratados com solugdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida
(Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/aderidas — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras nao sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 2,7 - 1,8-3
Tal 3 2 - 1,4-5,5
Pb 4 2,1 1,9-2,8 1,9-3,3
Pb+Tal 5 2,1 1,5-2,4 1-2,6

p=0,941, Kruskal-Wallis.
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Tabela 27

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
indice fagocitario de macréfagos peritoneais de camundongos Balb/C infectados ou ndo com P.
berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas

n Mediana Quartis Extremos

Controle 11 292 198,3-540,1 64,5-755
Tal 10 371,3 236,3-441,5 124,5-552,5
Pb 8 318,5 254,3-404,5 105,5-669,5

Pb+Tal 13 322 230,3-455 181,5-641

p=0,999, ANOVA.
Tabela 28

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos Balb/C infectados ou nao
com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrdfagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 50,5 35-80 17-95,5
Tal 10 68,5 48,7-83,7 39-88,5
Pb 8 72,5 57,2-83,7 34,5-92
Pb+Tal 13 63,5 58,2-86,7 24,5-93

p=0,564, ANOVA.
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Tabela 29

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macréfagos éperitoneais de camundongos
Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras sensibilizadas, na
presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados
com solugdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais
infectados tratados com solucdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida
(Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 4,9 2,9-6,6 2,1-10
Tal 10 5,1 3,8-6,3 3,2-6,9
Pb 8 4,3 3,9-5,8 3,1-7,3
Pb+Tal 13 5 3,6-6,2 3,3-7,4

p=0,937, Kruskal-Wallis.

Tabela 30

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos CBA infectados ou ndo com
P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario - CBA

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 42 - 32-71
Tal 3 16,5 - 4,5-58,5
Pb 4 40,7 28-87,2 16-133
Pb+Tal 4 48,5 29,2-51,2 12-52

p=0,833, Kruskal-Wallis.
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Tabela 31

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macrofagos envolvidos na fagocitose em camundongos CBA infectados ou ndo com
P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 17,5 - 16-25
Tal 3 10,5 - 1,5-29,5
Pb 4 16,2 10,5-23,7 7,5-28,5
Pb+Tal 4 19,7 13,5-20,5 7,5-21

p=0,924, Kruskal-Wallis.

Tabela 32

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macréfagos peritoneais de camundongos CBA
infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 1x10° leveduras sensibilizadas, na presencga de
soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugéo
de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados
tratados com solucao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/ingeridas — CBA

GRUPOS 1x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 2,4 - 2-2,8
Tal 3 2 - 1,6-3
Pb 4 2,6 2,1-3,9 2,1-4,7
Pb+Tal 4 24 2-2,5 1,6-2,

p=0,619, Kruskal-Wallis.
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Tabela 33

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos Balb/C infectados ou nao
com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas, na presencga de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 416 269,5-690,5 183-935,5
Tal 9 486 328,8-645,3 201-828
Pb 11 540 221,5-692,5 149,5-918,5
Pb+Tal 12 576 386-784,5 163-958,5

p=0,826, ANOVA.

Tabela 34

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos Balb/C infectados ou néo
com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas, na presencga de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com solug¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — Balb/C

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 11 59 50-86,5 32-96,5
Tal 9 66,5 56,5-81,7 48-94
Pb 11 75,5 49,5-82 38-96
Pb+Tal 12 77,5 57-90,2 30-90

p=0,822, ANOVA.
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Tabela 35

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macréfagos éperitoneais de camundongos
Balb/C infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas, na
presenca de soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados
com solugdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais
infectados tratados com solucdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida
(Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/aderidas — Balb/C

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

p=0,795 ANOVA.

Tabela 36

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos CBA infectados ou ndo com
P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas, na presenga de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugéo de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

indice Fagocitario — Camundongos CBA

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 98 - 38-105
Tal 3 85 - 27-99
Pb 4 80,7 51,7-180,8 44,5-259
Pb+Tal 5 40,5 29,7-45,2 23-49

p=0,164, Kruskal-Wallis.
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Tabela 37

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre o
percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose em camundongos CBA infectados ou ndo com
P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas, na presenca de soro fetal bovino
inativado, nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solu¢éo de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

% de macrofagos envolvidos na fagocitose — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3 25 - 15-29
Tal 3 21 - 15,5-32,5
Pb 4 19,2 16,5-40,2 15,5-59,5
Pb+Tal 5 12,5 9-17 8,5-18,5

p=0,140, Kruskal-Wallis.

Tabela 38

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de leveduras fagocitadas/aderidas nos macréfagos peritoneais de camundongos CBA
infectados ou ndo com P. berghei ANKA, utilizando 4x10° leveduras sensibilizadas, na presenca de
soro fetal bovino inativado, nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com solugao
de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados
tratados com solugao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Leveduras fagocitadas/aderidas — CBA

GRUPOS 4x10° leveduras sensibilizadas
n Mediana Quartis Extremos
Controle 3,4 3,4 - 2,5-4,1
Tal 3 3 - 1,7-4
Pb 3,9 3,9 3,1-4,6 2,9-4,9
Pb+Tal 2,7 2,7 2,5-3,8 2,343

p=0,412, Kruskal-Wallis.
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Tabela 39

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producdo basal de fator de necrose tumoral (FNT), in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos nao susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com P. berghei
ANKA nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

FNT — Basal — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 9 223,6 191,1-419,8 61,4-514,6 289,2149,14
Tal 7 162,5 90,2-274,3 36,1-325,1 171,8+37,76
Pb 9 445,9 73-866,7 48,1-153 528,7+174,9
Pb+Tal 12 262,9 80,1-645,7 31,7-943,4 366,2+95,7

p=0,5, Kruskal-Wallis.

Tabela 40

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
produgdo basal de fator de necrose tumoral (FNT), ap6s estimulo com LPS, in vitro, pelos
macrofagos peritoneais de camundongos néo susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados
ou ndo com P. berghei ANKA nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com
solugdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais
infectados tratados com solu¢do de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida
(Pb+Tal).

FNT — LPS — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 7 359,8 256,2-522,8 90,6-531,5 355,3+58,9
Tal 10 198,2 128,7-532,1 25,3-816,9 301+84,2
Pb 10 431,1 86-1005 48,4-1331 535,6+146,4
Pb+Tal 12 486,3 123,7-599,3 58,4-1042 443,9+88,4

p=0,630, Kruskal-Wallis.
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Tabela 41

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de fator de necrose tumoral (FNT) presente no soro de camundongos nao susceptiveis
a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou n&do com P. berghei ANKA nos seguintes grupos: animais
nao infectados e tratados com solucdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de
talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solu¢cao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150
mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

FNT — Soro
GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 13 27,7 23-31,5 11,5-39,5 27,442
Tal 13 255 24,2-31 12,5-31,9 25,84+1,6
Pb 13 37,7 25,2-41,9 13,3-63,4 35,1+3,7
Pb+Tal 13 28,9 26,5-39,3 21-41,6 32,119

p=0,01, ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagcdo entre os
grupos. A comparacgao dos grupos Tal e Pb apresentou significancia (p<0,05).

Tabela 42

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
produgdo basal de fator de necrose tumoral (FNT), in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou nao com P. berghei ANKA nos
seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M (Controle) ou
com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugdo de sacarose
0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

FNT — Basal — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 3 81,4 - 68-83,3 77,5%4,8
Tal 3 48 - 25,9-97,4 57,1£21,12
Pb 4 76,5 62-110,1 49,6-141,6 86+19,6
Pb+Tal 5 49,5 37-77,8 28,1-88,2 55,8+10,2

p=0,39 Kruskal-Wallis.
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Tabela 43

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre a
producdo basal de fator de necrose tumoral (FNT), apds estimulo com LPS, in vitro, pelos
macréfagos peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou nao
com P. berghei ANKA nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados
com solugao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

FNT — LPS — Sobrenadante das Culturas

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 3 57,2 - 35,3-82 58,2+13,5
Tal 3 44,8 - 26,1-92,2 54,4+19,6
Pb 4 78,7 63,1-133,7 57,1-178,9 98,4+27,6
Pb+Tal 5 48,5 36,5-62,7 26,1-66,4 49,416,8

p=0,32, Kruskal-Wallis.

Tabela 44

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
quantidade de fator de necrose tumoral (FNT) presente no soro de camundongos susceptiveis a
malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P. berghei ANKA nos seguintes grupos: animais
nao infectados e tratados com solucdo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de
talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150
mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

FNT — Soro
GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 3 23,2 - 17,6-33,3 24,7+4.6
Tal 3 30,4 - 24,1-32,8 29,1+2,6
Pb 4 33,5 27,7-38,3 26,7-38,3 33+3,1
Pb+Tal 5 31,5 28,2-35,9 24,9-37,2 32+2,1

p=0,38, Kruskal-Wallis.
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Tabela 45

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producgao basal de perdxido de hidrogénio, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de camundongos
nao susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndao com P. berghei ANKA nos
seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M (Controle) ou
com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugdo de sacarose
0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Peréxido de hidrogénio - Basal

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 13 43,1 32,9-78,2 15,6-90,7 51,846,7
Tal 12 50,4 34,7-73,4 19,5-96,5 52,916,5
Pb 13 45,2 36,6-76,4 16,7-103,6 5516,9
Pb+Tal 12 46,7 37-78,7 10,6-115,5 55,818,4

A determinagdo da producdo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de
macréfagos peritoneais foi realizada no oitavo dia de infecgéo, pela microtécnica de Pick e Keisari.
p=0,976, ANOVA.

Tabela 46

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre a
producdo basal de perdxido de hidrogénio apos estimulo com PMA, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos néo susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com
P. berghei ANKA nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugcédo de
sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados
com solugao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Peroxido de hidrogénio — PMA

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 13 51,9 38,6-80,5 15,5-59,7 57,87
Tal 12 48,2 36,6-89,1 14,9-97,2 57,4+8
Pb 13 52,2 36,7-82,3 21,2-102,5 59,4+7,3
Pb+Tal 12 56,7 41-82,2 10,7-91,6 59+7,4

A determinagdo da producdo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de
macrofagos peritoneais foi realizada no oitavo dia de infecgéo, pela microtécnica de Pick e Keisari.
p=0,997, ANOVA.
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Tabela 47

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producgéo basal de perdxido de hidrogénio, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de camundongos
susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P. berghei ANKA nos seguintes
grupos: animais nao infectados e tratados com solugédo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150
mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de sacarose 0,8M (Pb) ou
com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Peréxido de hidrogénio — Basal

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 3 39,2 - 15,6-43,1 32,6+8,6
Tal 3 49 - 19,5-52,6 40,4£10,5
Pb 4 42 28,1-44,8 16,7-45,2 36,47
Pb+Tal 5 421 24,3-54,6 10,6-60,3 4048,3

A determinagdo da producdo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de
macréfagos peritoneais foi realizada no oitavo dia de infecgéo, pela microtécnica de Pick e Keisari.
p=0,647, Kruskal-Wallis.

Tabela 48

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
produgédo basal de peroxido de hidrogénio apds estimulo com PMA, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P.
berghei ANKA nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solu¢do de sacarose
0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com
solucdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Peréxido de hidrogénio — PMA

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 3 47,9 - 15,5-51,9 38,5+11,5
Tal 3 43,4 - 14,9-53 37,1x11,4
Pb 4 41,7 31,4-47 21,2-52,2 39,246,5
Pb+Tal 5 46,2 27,5-56,7 10,7-62,8 42,9487

A determinacdo da producdo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante das culturas de
macrofagos peritoneais foi realizada no oitavo dia de infec¢éo, pela microtécnica de Pick e Keisari.
p=0,942, Kruskal-Wallis.
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Tabela 49

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producdo basal de o6xido nitrico, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de camundongos nao
susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com P. berghei ANKA nos seguintes
grupos: animais ndo infectados e tratados com solugao de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150
mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de sacarose 0,8M (Pb) ou
com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico — Basal

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 11 353,8 291,1-581,2 245-892,9 454,6170,4
Tal 13 309,2 278,9-544.,9 236-857,3 424,9+53,3
Pb 12 473,4 306,5-1135 221,3-1516 766,2+172,7
Pb+Tal 13 382,4 301,9-732,2 269,5-1537 586+131,1

p=0,438, Kruskal-Wallis.

Tabela 50

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producgéo basal de 6xido nitrico apds estimulo com LPS, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos ndo susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com P. berghei
ANKA nos seguintes grupos: animais n&o infectados e tratados com solu¢do de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugao de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico — LPS

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 10 323,9 285,5-414,5 246,4-496,1 342,3+25,4
Tal 13 316,2 265,3-463,3 217,2-1150 394,2+68,2
Pb 12 543,6 329,5-1051 229,7-3054 820,9+223,9
Pb+Tal 13 429,1 301,9-1381 254,8-2709 880,1+234,1

p=0,048, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn. Nao houve diferenga significativa quando
os grupos foram comparados entre si.
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Tabela 51

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producéo basal de éxido nitrico apds estimulo com INF-y, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos ndo susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com P. berghei
ANKA nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M
(Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de
sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico — INF-y

GRUPOS Camundongos Balb/C

n Mediana Quartis Extremos Média DP

Controle 10 328,7 291,8-529,6 256,2-726,2 396,5+50

Tal 13 3134 285,2-488,1 248,5-926,4 356,6+51,8
Pb 12 490,2 333,6-647,8 233,9-2288 652,1+160,1
Pb+Tal 13 457 342-1102 274,3-2843 801,1+208,3

p=0,066, Kruskal-Wallis.
Tabela 52

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producdo basal de oxido nitrico apds estimulo com LPS e INF-y, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos nao susceptiveis a malaria cerebral (Balb/C), infectados ou ndo com
P. berghei ANKA nos seguintes grupos: animais ndo infectados e tratados com solugdo de
sacarose 0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados
com solucao de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico — LPS e INF-y

GRUPOS Camundongos Balb/C
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 11 361,5 305-469,6 250,6-706,7 397,8+38,6
Tal 13 310,6 288,3-478,7 219,2-1458 470,7495,8
Pb 12 529,6 314,5-891,9 247,8-1820 648,2+131,5
Pb+Tal 13 372 314,1-781,7 252,7-2677 723,24204,9

p=0,497, Kruskal-Wallis.
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Tabela 53

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
produgdo basal de Oxido nitrico, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de camundongo
susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P. berghei ANKA nos seguintes
grupos: animais nao infectados e tratados com solugédo de sacarose 0,8M (Controle) ou com 150
mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de sacarose 0,8M (Pb) ou
com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico —Basal

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média £ DP
Controle 3 321,8 - 317,-331,5 323,614,1
Tal 3 323,8 - 294,6-418 345,5+37,2
Pb 4 317,6 266,3-361,9 221,3-399,5 317,11£36,6
Pb+Tal 5 275,7 270,5-321,8 269,5-325,9 292+12,2
p=0,468, Kruskal-Wallis
Tabela 54

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
producgéo basal de 6xido nitrico apds estimulo com LPS, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou nao com P. berghei ANKA nos
seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solu¢do de sacarose 0,8M (Controle) ou
com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugéo de sacarose
0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico — LPS

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 3 464 - 328-703,9 498,6+£109,9
Tal 3 528,2 - 325,9-593,7 482,6+80,6
Pb 4 318,7 266,7-365,4 215,8-411 31640
Pb+Tal 5 278,5 273,6-337,5 271,5-353,1 301+16,1

p=0,060, Kruskal-Wallis.
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Tabela 55

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugdo de sacarose a 0,8M sobre a
producéo basal de 6xido nitrico apos estimulo com INF-y, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P. berghei ANKA nos
seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de sacarose 0,8M (Controle) ou
com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com solugdo de sacarose
0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico — INF-y

GRUPOS Camundongos CBA

n Mediana Quartis Extremos Média £ DP

Controle 3 409,6 - 340,6-434,7 395+28,1
Tal 3 306,4 - 277,1-309,2 297,6+10,3
Pb 4 297 254,1-324,9 221,3-340,7 289,5+25,5
Pb+Tal 5 2341 269,1-317,6 261,1-325,9 291,5+11,6

p=0,106, Kruskal-Wallis.
Tabela 56

Influéncia do tratamento com talidomida diluida em 100 pL de solugao de sacarose a 0,8M sobre a
produgcdo basal de 6xido nitrico apds estimulo com LPS e INF-y, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais de camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA), infectados ou ndo com P.
berghei ANKA nos seguintes grupos: animais nao infectados e tratados com solugdo de sacarose
0,8M (Controle) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Tal) e animais infectados tratados com
solucdo de sacarose 0,8M (Pb) ou com 150 mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal).

Oxido Nitrico — LPS e INF-y

GRUPOS Camundongos CBA
n Mediana Quartis Extremos Média + DP
Controle 3 512,8 - 351-617,4 493,7+£77,5
Tal 3 4543 - 328-794,6 525,6+139,3
Pb 4 344.8 326-880,7 307,1-1417 603,3+271,2
Pb+Tal 5 281,3 270,2-311,3 267,4-313,4 288,8+9,6

p=0,035, Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagédo entre os grupos. Nao
houve diferencga significativa quando os grupos foram comparados entre si.
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ANEXO REAGENTES



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

LPS - lipopolysaccharides de Escherichia coli O55:B5. L2880 da Sigma- Aldrich®
INC, lote 114K4105, Saint Louis — Missouri, EUA.

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

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

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

Peroxidase — peréxido de hidrogénio oxiredutase da Amoracia rusticana tipo 1

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

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

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

Talidomida — Nome comercial: Talidomida 100 mg. Fundagdo Ezequiel Dias —
FUNED - Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais, lote 04060415, Belo
Horizonte, MG, Brasil.

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