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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de antimalaricos na atividade das
fosfatases isoladas de linfécitos humanos e a acéo destes farmacos na viabilidade
dos linfécitos. A atividade fosfatasica foi determinada através da dosagem do p-
nitrofenol e a viabilidade celular foi avaliada através de 3 parémetros: reducdo do
MTT (integridade mitocondrial), dosagem de proteina (indicacdo do numero de
células) e atividade fosfatasica (metabolismo celular). A cloroquina nao apresentou
efeito significativo sobre as fosfatases de membrana, citoplasmaticas e da fracéo
total. No entanto, o efeito inibitorio de 25% sobre as fosfatases citoplasmaticas e
de 30% fracéo total foi observado apés pré incubagio da enzima na presenca da
guinina. Ao contrario dos outros antimalaricos, a desferoxamina ativou as
fosfatases da fracdo total (40%) e de membrana (70%). Nos estudos de
citotoxicidade a cloroquina mostrou baixa citotoxicidade analisando a atividade da
fosfatase total (ICs0=360pM) e quantificacdo de proteina (ICs;=346uM), quando
comparada com a maior toxicidade observada para o teste do MTT (ICso=75uM). A
guinina também apresentou uma toxicidade maior para a mitocondria (aumento de
130% na reducao do MTT), quando comparado com a quantificacdo da proteina e
atividade fosfatasica (inibicao de 40%). Nossos resultados sugerem que a acéo
citotéxica dos antimalaricos (quinina e cloroquina) pode ser devido a dois fatores:
inibicdo direta de proteinas fosfatases, ja que estudos cinéticos mostraram que as
fosfatases predominantes em linfécitos s@o proteinas tirosina fosfatases e
proteinas serinal/treonina fosfatases ou inibicdo de enzimas dependentes de
grupamento sulfidrila e alteragdo de organelas como mitocdndria por induzirem
estresse oxidativo. A desferoxamina teve uma acgédo ativadora sobre as proteinas
fosfatases de membrana, provavelmente agindo na CD45. A presenca de
antioxidantes (GSH e acido ascérbico) causou ativacédo das fosfatases, porém, em
presenca da quinina, cloroquina e desferoxamina essa ativacao foi ainda maior.
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ABSTRACT

The aim of this work was to verify the effect of antimalarial drugs in phosphatases
isolated from human lymphocytes and the action of these pharmaceutical drugs on
lymphocytes viability. Phosphatase activity was determined through the p-
nitrophenol assay and cell viability through 3 parameters: MTT reduction
(mitochondrial integrity), protein content (cell number index) and phosphatase
activity (cell metabolism). Phosphatases from membrane and cytoplasm were not
affected by chioroquine. However, an inhibitory effect on cytoplasmic
phosphatases (30%) on total fraction (25%) was observed after pre-incubation of
the enzyme in presence of the quinine. In conirast to other antimalarials
desferoxamine, the phosphatases actived from the total fraction and membrane, 40
and 70%, respectively. In the citotoxicity studies, chloroquine showed low
citotoxicity when the activity of total phosphatase (1Cs0=360uM) and protein content
(ICs0=346uM) were analysed, when compared fo the toxicity observed with MTT
test (ICs0=75uM). Quinine also had a high toxicity for the mitochondria (130%
increased MTT the reduction), when compared to protein quantification and
phosphatase activity (40% inhibition). Our results suggest that the cytotoxic action
of antimalarials (quinine and chloroquine) can be due to two factors: direct
inhibition of protein phosphatases, since kinetic studies had shown that the
predominant phosphatases in lymphocytes are protein tyrosine phosphatases and
protein serine/treonine phosphatases or inhibition of sulfhydryl group dependent
enzymes and alteration of organelas such as mitochondria by inducing oxidative
stress. Desferoxamine had an activator action in membrane protein phosphatases
of, probably acting on the CD45. Antioxidant substances (GSH and ascorbic acid)
caused activation of phosphatases, but, in presence of quinine, cloroquine and
desferoxamine this activation was more significative.
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Introducao

INTRODUGAO

1.1. Fosfatases

Fosfatases s&o enzimas da classe das hidrolases que catalisam a
desfosforilacéo de fosfato monoésteres. Estas enzimas podem ser divididas em 3
familias: fosfatases acidas, fosfatases alcalinas e proteinas fosfatases (Bernier
and Wang, 1995, Jia, 1997). Estas hidrolases estdo amplamente distribuidas nos
diferentes tecidos e compartimentos celulares (Duff et al., 1994; Lee, 1998;
Ferreira ef al., 1998b; Harrison ef al., 1999).

Enquanto as proteinas fosfatases atuam desfosforilando residuos de
aminoacidos (Tyr, Thr e Ser) em proteinas, as fosfatases acidas e alcalinas atuam
hidrolisando moléculas menores como acutcares, pirofosfato, nucleotideos, etc.

(Granjeiro, 1994).

1.2. Importancia das proteinas fosfatases

A fosforilacdo e desfosforilagcdo de proteinas € a base para o controle de
diversos eventos biologicos, disparados por efetores extracelulares como
horménios, mitdgenos, citocinas e neurotransmissores (Harrison, ef al, 1999;
Ostman and Bohmer, 2001). Serina, treonina e tirosina s&o os residuos de
aminoacidos predominantemente fosforilados, apesar da histidina também ser alvo
para a fosforilacao (Swanson ef al., 1994). A fosforilagdo reversivel de proteinas
catalisada pela agdo oposta de proteinas quinases e fosfatases representa o
mecanismo regulatérioc mais comum em células eucariéticas (Zolnierowicz, 2000;

Chinkers, 2001), envolvendo vias de sinalizacdo gue regulam o metabolismo,
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expressdo génica, divisdo celular, diferenciacdo, desenvolvimento, apoptose,
contracéo, transporte, locomogado celular, aprendizado e meméria (Johnson and
Barford, 1993; Denu et al., 1996; Ramponi ef al., 1997; Harrison ef al., 1999; Krebs
and Graves, 2000). Estima-se que 30% das proteinas intracelulares s&o
fosfoproteinas e aproximadamente 4% do genoma eucaridtico codifique proteinas
quinases e fosfatases, o que sugere a importancia dessas duas classes de
enzimas (Hunter, 1995).

As atividades das proteinas quinases e fosfatases sdo cuidadosamente
reguladas in vivo. Mudangas anormais nas atividades dessas enzimas podem
trazer severas consequéncias, incluindo cancer e doencas resultantes de defeitos
imunologicos (Harrison ef al., 1999; Alexander, 2000). Esses dados, ressaitam a
importancia de se ter um esclarecimento maior do papel das proteinas fosfatases
em diversas vias de transducéo, ja que muito tem sido estudado sobre o papel das

proteinas quinases.

1.3. Classificacdo das proteinas fosfatases

As proteinas fosfatases sdo classificadas com base na sua especificidade
pelo substrato, dependéncia de cations para a atividade e sensibilidade frente aos
inibidores e ativadores (Ingebritsen and Cohen, 1983). Elas podem ser agrupadas
em duas grandes familias de acordo com a especificidade por substratos:
proteinas tirosina fosfatases e proteinas serina/treonina fosfatases (Jia, 1997,

Harrison et al., 1999).
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1.3.1. Proteinas Tirosina Fosfatases (PTPs)

As PTPs comumente apresentam uma cadeia polipeptidica onde o sitio
ativo apresenta aproximadamente 250 residuos de aminoacidos, no qual existe
uma sequéncia assinatura de 11 residuos altamente conservada [(lle/Val)-His-
Cys-X-Ala-Gly-Arg-(Ser/Thr)-Gly] - (X = qualquer aminoacido) - (Walton and Dixon,
1993). Nessa regido conservada, os residuos de Cys e Arg sdo essenciais para a
catalise (Jia, 1997). A presenca de cisteina no sitio ativo & responsavel pela
caracteristica comum das proteinas tirosina fosfatases de serem inibidas pelo
vanadato, pervanadato, p-cloromercuribenzoato e agentes oxidantes (Tonks and
Neel, 1996; Tsiani and Fantus, 1997; Jin ef al., 2000). In vivo, a atividade da PTP
pode ser regulada pelo estado redox celular (Thomas and Mallis, 2001). O
peroxido de hidrogénio pode apresentar fungdo como segundo mensageiro
através de varios mecanismos, dentre os quais, inibindo a atividade da PTP por
oxidar residuos de cisteina essenciais para a catalise. Este efeito & transiente
pois, antioxidantes como tiredoxina e GSH regeneram o grupamento SH (Denu
and Tanner, 1998; Allen and Tresini, 2000; Thomas and Mallis, 2001).

As proteinas tirosina fosfatases podem ser divididas em trés subfamilias:
proteinas tirosina especificas, proteinas fosfatases com dupla especificidade
(dual) e proteinas tirosina de baixa massa molecular relativa (Zhang, 2001).
Proteinas tirosina fosfatases especificas

As proteinas tirosina fosfatases especificas tém como alvo apenas
proteinas contendo residuos de tirosina fosforilados e podem ser subdivididas em

dois grupos: tipo receptor e intracelular. As proteinas tirosina fosfatases tipo
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receptor, exemplificadas pelas CD45 e PTPa, geralmente apresentam um
segmento extracelular que é caracterizado pela presenca de motivos presentes
em dominios das moléculas de adesdo, como fibronectina. Portanto, estas
fosfatases estdo envolvidas na comunicacéo célula-célula e transducéo de sinal
(Maehama e Dixon, 1998; Alexander, 2000). As proteinas intracelulares
exemplificadas por PTP1B e SHP-2 participam de varios eventos celulares, tais
como antagonistas da ag&o oncogénica das proteinas quinases Src e Neu (Brown-
Shimer ef al., 1992). Uma potencial ligagdo da PTP1B no controle da acdo da
insulina também tem sido demonstrado (Kenner ef al., 1993).

Proteinas fosfatases com dupla especificidade (dual)

As proteinas fosfatases com dupla especificidade (tipo VH1; cdc25; MAP-1)
utilizam como substratos proteinas que apresentam aminoacidos tirosina, como
também serina e treonina fosforilados. Algumas ainda, hidrolisam outros
substratos alem de fosfoproteinas (Maehama and Dixon, 1998; Zhang, 2001).
Estas fosfatases apresentam importante papel na regulacéo da transducdo de
sinal mitogénico e controlam o ciclo celular (Wu and Sun, 1999).

PTP de baixa massa molecular relativa

Estas fosfatases hidrolisam apenas proteinas contendo residuos de tirosina
fosforilados e parecem desempenhar importante papel na regulacdo da
proliferacdo celular, uma vez que a alta expressdo desta enzima inibe a

proliferacéo de células normais e transformadas (Harrison ef al., 1999).
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1.3.2. Proteinas serinal/treonina fosfatases

As proteinas serina/treonina fosfatases apresentam mais de uma cadeia
polipeptidica, subunidade catalitica e regulatoria, tendo como caracteristica
comum a dependéncia de cations divalentes. Estas proteinas fosfatases podem
ser classificadas como tipo 1 (PP1) e tipo 2 (PP2), dependendo da sua
especificidade pelo substrato e sensibilidade a inibidores (Jia, 1997). As do tipo 2
sdo subdivididas em outros tipos, incluindo PP2A, PP2B e PP2C (dependente de
magnésio). Garcia e colaboradores (2000) relataram recentemente, outros tipos
de proteinas serinaltreonina fosfatases: PP4, PP5 e PP6 (Harrison ef al., 1999).

PP1 regula uma ampla variedade de processos celulares (Cohen, 1988),
incluindo a progressao do ciclo celular, proliferacéo celular, transcricdo, sintese de
proteinas e neurotransmissdo (Cohen, 1989; Shenolikar, 1994). Dados genéticos,
farmacolégicos e bioquimicos revelaram que a PP1 € a principal fosfatase
envolvida na regulacdo do metabolismo do glicogénio em resposta a insulina e
adrenalina (Denu ef al., 1996), mitose (Sakurada et al., 1992), meiose (Huchon et
al., 1981), contragéo muscular (Shenolikar, 1994; Wera and Hemmings, 1985) e
outros eventos do ciclo celular (Cyert and Thorner, 1989). Ao contrario das outras
proteinas serina/treonina fosfatases, a PP1 e PP2A nao tém necessidade absoluta
de cations divalentes (Jia, 1997), ambas estdo relacionadas a regulacdo da
proteina quinase dependente de Ca'*/calmodulina (Harrison et al., 1999) e sao
potencial e especificamente inibidas por acido okadaico e microcistina
(Mackintosh and Mackintosh, 1994). A PP2A representa a principal fracdo de

proteinas serinaftreonina fosfatases ativas em extratos celulares (Labib and Nurse,



Introducéo

1993), a qual estad claramente envolvida na regulacédo da transcricdo e do ciclo
celular (Garcia ef al., 2000). Algumas evidéncias genéticas colocam a PP2A como
um regulador da progressdo do ciclo celular por atuar sobre proteinas que
controlam diferentes fases do mesmo, como por exemplo, atuando sobre a
proteina retinoblastoma (Rb), a qual é responsavel pelo controle da progresséo do
ciclo celular da fase G1 para S (Zolnierowicz, 2000).

PP2B também conhecida como caicineurina € dependente de calmodulina e
Ca*?, insensivel ao acido okadaico, e & primordial para diversos processos
celulares incluindo ativagdo dos linfécitos T (Shenolikar and Nairn, 1991). A dxido
nitrico sintase € um substrato para a PP2B, esta enzima na forma desfosforilada
apresenta alta atividade, resultando no aumento da producdo de 6xido nitrico e
consequentemente acao neurotdxica (Dawsow ef al., 1993).

Em eucariotos, a PP2C participa na resposta celular ao estresse, sendo
dependente de Mg™ e insensivel ao acido okadaico (Moore et al., 1991).

A PP4 pertence a mesma familia da PP1 e PP2A por demonstrar
aproximadamente 60% de homologia com este grupo. A distribuicao celular desta
enzima & ampla, sendo encontrada em centrobmeros, ndcleo e citoplasma
sugerindo que PP4 tenha funcdes variadas (Da Cruze et al., 1988; Brewis et al,
1993). A PP4 pode estar envolvida na duplicacéo do centrdmero e tambem em
varios estagios da mitose (exceto telofase) - (Brewis ef al., 1993).

A PP5 tem sido encontrada em todos os tecidos humanos examinados
sugerindo que esteja localizada no nicleo (Fischer ef al., 1989). Acredita-se estar

envolvida na regulacdo da sintese de RNA, mitose, sinalizacdo em resposta aos
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hormonios esterdides e crescimento celular. (Harrison ét al., 1989; Chinkers,
2001).

A PP6 exibe uma homologia com PP2A (57%) e PP4 (59%), tendo um
papel importante na regulagcdo da transcricdo (Harrison ef al, 1999, Chinkers,

2001).

1.4. LINFOCITOS X PROTEINAS FOSFATASES

As fosfatases estdo amplamente distribuidas no sangue e varios autores
tém demonstrado a presenca destas enzimas no plasma/soro, eritrécitos e em
leucocitos (Schiele ef al., 1988; Villar ef al., 1997; Ben-Arie ef al.,1999).

Nos linfocitos, as proteinas fosfatases tém auxiliado na elucidacdo de varios
eventos celulares dependentes de desfosforilagaoffosforilacdo, como ativacao
destas células provocada por diversos efetores extracelulares, incluindo as
lectinas:  fitohemaglutinina (PHA), concanavalina A (Con A) ou
“pokeweed”(Szamel et al., 1997; Quade and Roth, 1999). Leucécitos expressam
uma variedade de proteinas tirosina fosfatases citoplasmaticas e de membrana
(Palou et al.,1997).

Os linfécitos T apresentam pelo menos dois tipos de proteinas fosfatases
caracteristicas: uma PTP tipo receptor (CD45) e uma proteina Ser/Thr fosfatase
citoplasmatica (calcineurina ou PP2B), as quais apresentam importante papel em
varias vias de transdugéo de sinal, como por exemplo, a ativacido dos linfocitos

via interleucina 2, como indicado no esquema que se segue.
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esses complexos bloqueia a ativacdo dos linfécitos T estim‘ulados por Ca*2. Desta
forma, inibe a desfosforilacdo da forma citoplasmatica do NFAT (fator de
transcricdo nuclear de linfocitos T), responsavel pela regulacdo do gene da
interleucina-2 (citocina indutora da proliferacéo das células T), fundamental para a
proliferacdo de linfocitos T e portanto, para a resposta imune (Harrison ef al,
1999; Baksh and Burakoff, 2000).

Além da via citada acima, a producao da IL2 também é ativada através da
proteina Ras, a qual ativa a proteina Raf, responsavel pela ativacdo da MEK. Esta
quinase atua sobre a MAPK deixando-a ativa, e esta enzima ao fosforilar fatores

de transcricdo como o NFAT, ocorre a expresséo do gene da 112,

1.6. FOSFATASES COMO BIOMARCADOR

Biomarcador € definido como qualquer substancia bioldgica capaz de dar
indicacbes sobre o funcionamento celular/érgao (Yamaga ef al., 1999).

Na literatura ha citagcbes de diversas macromoiéculas sendo utilizadas
como biomarcadores: fosfatases como biomarcadores do tratamento e
monitoramento de pacientes com cancer de ovario e osteoporose (Ben-Arie et al.,
1999) e succinato desidrogenase como biomarcador da viabilidade celular
(funcionamento da mitocdndria)- (Repetto and Sanz, 1993).

Dessa forma, como as proteinas fosfatases desempenham diferentes
papéis no metabolismo celular, as mesmas podem ser Uteis como indicadores néo
s6 do funcionamento celular, mas também da via envolvida na resposta celular

frente a agentes externos, como por exemplo, farmacos, fornecendo informacgdes
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sobre a fisiologia e vias metabdlicas de um tipo celular especifico (Aoyama ef al.,

2000).

1.6. FARMACOS ANTIMALARICOS

A malaria & uma das mais sérias doencas parasitarias de grande ocorréncia
nos paises fropicais e subtropicais. Estima-se que cerca de 300 milhdes de
pessoas sao infectadas anualmente, sendo que 2 milhdes destas pessoas véo a
6bito. Este problema de salde publica se agrava devido a resisténcia das cepas
as drogas antimalaricas (Egan and Marques, 1999).

A malédria humana €& causada por quatro espécies de protozoarios
intracelulares obrigatérios do género Plasmodium. O ciclo biolégico é do tipo
heteroxémio, onde o homem €& o hospedeiro intermediario e o mosquito o
definitivo. O ciclo evolutivo ocorre em duas fases: fase pré-eritrocitica, a qual se
processa nos hepatécitos antes de se desenvolver nos eritrocitos (ciclo pré -
eritrocitico) e fase eritrocitica, que se processa nos eritrocitos (Mabeza et al.,
1999). Apesar da maléria poder ser transmitida por transfusdo de sangue (sangue
infectado), os seres humanos sdo mais comumente infectados pelos esporozoitos
injetados pela picada dos mosquitos fémeas infectados (género Anopheles) -
(Goodman, 1996).

Os farmacos antimalaricos foram desenvolvidos primeiramente para o
tratamento da malaria, entretanto podem ser benéficos para outras doencas
dermatologicas, imunolégicas e reumatologicas, tendo acées imunomoduladoras,

antiproliferativa (Wolf and Ruocco, 2000).
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1.6.1 Cloroquina
A cloroquina (Figura 2) é considerada a melhor droga antimalarica, tanto no
tratamento como na profilaxia, devido a sua alla atividade terapéutica, baixa

toxicidade e custo (Egan ef al., 1999).

O
N

?H(CHz)sN(Csz)z
CH-

3

Figura 2 - Estrutura da cloroquina

E altamente eficaz contra as formas eritrociticas de P. vivax, P. ovale e P.
malariae e cepas sensiveis a cloroquina do P. falciparum. Durante a parasitose
ocorre a digestdo da hemoglobina do hospedeiro dentro dos vaclolos alimentares
acidicos dos plasmédios liberando o heme (ferriprotoporfirina 1X), um composto
téxico que atua como receptor da cloroquina e de outros alcalbdides antimalaricos
(Chou ef al,, 1980). A cloroquina é uma base fraca, desprotonada e hidrofilica em
pH neutro (Olliaro, 2001). Essa interacdo droga-heme possui propriedades
membranoliticas nos plasmodios e eritrocitos, todavia estudos efetuados a
respeito das interagdes entre o heme e uma série de compostos antimalaricos nio
confirmam por completo esse conceito (Schiesinger ef al., 1988). O heme, por sua

vez, é detoxificado no parasita pela sua conversdo a pigmento malarico insoltvel
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inofensivo (hemozoina). A atividade de polimerase do heme do plasmédio, inibida
pela cloroguina foi observada catalisando esta reacfo, dando a idéia de que o
heme poderia acumular-se a niveis téxicos na presenca da droga (Goodman,
1996).

Outras sugestbes foram propostas como mecanismo de agio da droga
como a intercalacéo do DNA do parasita, interferéncia com a biossintese do DNA
e RNA parasitario, inibicdo da protease da hemoglobina ou de outras enzimas pela
ligacaéo direta com a droga ou elevando o pH intravacuolar (Goodman, 1996;
Olliaro, 2001). Em parte, por serem bases fracas, os esquizonticidas sangiiineos
do grupo alcaldide concentram-se, de acordo com o ponto de vista atual, no
interior de vesiculas acidas dos parasitas sensiveis, elevando o seu pH, inibindo
portanto, a degradagao da hemoglobina pela inativagio de proteinases vacuolares
(Olliaro, 2001).

Outro mecanismo de acdo seria a inibicdo da degradacio do heme
dependente da glutationa. Tanto o heme livre quanto o complexado com o droga
sai do vactolo e é degradado pela GSH. Essa inibicdo da degradacéo do heme
pela GSH ¢é inibida competitivamente pela cloroquina, desse modo o heme se
acumula nas membranas, alterando as concentragdes de Na® e K* no citoplasma.
Essa hipétese € suportada pelo fato das concentracbes necessarias para matar o
parasita serem inversamente relacionadas com os niveis de GSH (Ginsburg et al.,
1998)

A sensibilidade dos plasmédios intra-eritrocitarios aos antimaléaricos

alcaldides pode estar relacionada a bloqueadores do canal de Ca* que reduzem o
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efluxo da cloroquina. Alguns investigadores propuseram uma “permease” para a
cloroquina ocorrendo o acumulo dessa droga em parasitas sensiveis (Goodman,
1996). Mutacbes em genes que evitam o acumulo de cloroquina, poderiam

explicar um fendtipo de resisténcia a cloroquina (Goodman, 1996; Olliaro, 2001).

1.6.2 Quinina

A quinina € o principal alcaldide da casca da arvore da chinchona. (Figura
3), sendo sdo bases fracas e solliveis em lipidios em pH neutro (Olliaro, 2001). A
quinina age principalmente como esquizontocida sanguineo; tem pouco efeito nos

esporozoitos ou nas formas pré eritrocitarias dos parasitas da malaria.

CH,=CH_ H

HO— C —H
CH;0

Figura 3 - Estrutura da quinina

O alcaldide também & gametocida para o P. vivax e o P. malariae, mas nao
para o P. falciparum. Devido a este aspecto da atividade antimalarica, a quinina
néo é usada para profilaxia. Como agente supressor terapéutico, a quinina & mais

toxica, e € menos eficaz do que a cloroquina contra os parasitas da malaria
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sensiveis as duas substancias. Entretanto, a quinina € essencialmente valiosa
para o tratamento da doenca grave, devido a cepas de P. falciparum resistentes a
cloroquina e a multiplos farmacos (Goodman, 1996).

Em parte, devido ao fato de ser uma base fraca, a quinina & altamente
concentrada nos vaclolos alimentares acidos do P. falciparum. Propde-se que a
quinina atue nestas organelas, inibindo a atividade da heme polimerase, dessa
forma permitindo o acimulo do seu substrato toxico, o heme (Goodman, 1996).
Ainda nio foi estabelecido se o heme induz citotoxicidade por si s6 ou em

complexo com a quinina.

1.6.3. Desferoxamina

A desferoxamina (mesilato de deferoxamina)- (Figura 4) é isolada, do
Streptomyces pilosus e é tratada quimicamente para se obter o ligante livre de
metal. A desferoxamina tem grande afinidade por ferro e baixa afinidade por calcio

(Goodman, 1996).

Figura 4 — Estrutura da desferoxamina

Alguns autores tém reportado que a desferoxamina (quelante de ferro) pode

agir como antagonista da inibicdo da polimerizagdo do heme causada pela
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cloroquina, uma vez que, este quelante pode interagir com o heme e impedir a lise

eritrocitaria (Vippagunta ef al., 1999).

No entanto, Vippagunta e colaboradores (1997) relataram aumento da acédo

contra o Plasmodium da combinacao cloroquina-desferoxamina, in vitro.

Quelantes de ferro podem exercer seus efeitos antimalaricos através de
dois mecanismos: detendo o crescimento e replicacdo celular, pela falta de ferro
para enzimas importantes efou dano celular causado pelo édmplexo quelante-
metal. Esses parasitas parecem ter uma capacidade limitada para se recuperar
apos privagao temporaria de ferro causada pelo quelante, ao contrario das células
de mamiferos. Essa diferenca parece prover a base biogquimica para a seletividade

de quelantes contra o Plasmodium (Loyevsky ef al., 1997).

A capacidade limitada que o parasita tem de se recuperar diante da
privacdo de ferro, se deve a muitos processos metabdlicos do eritrocito do parasita
serem dependentes de ferro, ocorrendo assim, interferéncia no metabolismo de
carboidratos, inibicao da sintese de DNA e sintese de novo do heme, pertubacao
na protedlise da hemoglobina do hospedeiro e da funcdo normal da mitocdndria

(Mabeza ef al., 1999).

1.7. ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE

O estudo toxicolégico in vivo consome um grande nimero de animais, o
qual acarreta alto custo financeiro, além de aspectos éticos questionados por

entidades protetoras de animais. Devido a esses fatores, existem pressdes, de
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ordem econdmica e humana, para que parte dos testes de toxicidade seja
realizado in vifro (citotoxicidade).

Apesar das limitacSes da cultura de células, os resultados dos testes sdo
muito reprodutiveis (Freshney, 1994). A culiura de células pode ser usada ainda
para a avaliacdo basal da citotoxicidade e da toxicidade em 6rgéos alvos quando
se utilizam culturas primarias (Balls and Fentem, 1992). A maioria dos compostos
quimicos exerce o seu efeito {éxicos através da modificagdo do metabolismo
celular e/ou por danos nas estruturas celulares. Por isso, um fator importantie na
citotoxicidade de compostos quimicos é a relacdo entre o tipo celular estudado e o
6rgéo alvo in vivo.

A legislacdo atual exige que novas drogas sejam testadas antes de serem
liberadas para uso farmacolégico ou alimenticio, onde a toxicidade & um fator
importante e limitante para a liberacdo e consumo (Freshney, 1994). A
possibilidade de identificacdo dos riscos na utilizacdo de substancias quimicas
levou ao uso macigco de animais experimentais, que atualmente tem sido preterido,
devido a questbes éticas e de conscientizacdo. Desta forma, ensaios de
citotoxicidade tém sido incentivados pela comunidade cientifica. No entanto, torna-
se evidente que um experimento de citotoxicidade apropriado permite uma
interpretacdo limitada em relacdo ao mecanismo de toxicidade do composto
testado, porem, isso serve como base para a avaliacdo das caracteristicas
toxicolégicas de novos compostos, bem como auxilia na escolha dos experimentos
in vivo a serem realizados e quais s@o os 6rgdos ou organelas mais afetados

(Stark et al., 1986).
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Muitos ensaios tém sido utilizados para se avaliar a citotoxicidade de
diversos compostos. Para esta andlise, é indicado o uso de varios parametros a
fim de se obter dados mais conclusivos, uma vez que alguns compostos podem
interferir no método utilizado, levando a uma falsa interpretacéo.

Citotoxicidade € a medida do potencial de um agente causar injuria celular
tais como: alteracdes morfolégicas; lesbes na membrana; perda de atividades
metabdlicas; viabilidade e adesao; inibicdo do crescimento celular; danos no
material genético (genotoxicidade) e morte celular.

Estudos de citotoxicidade so realizados para avaliar a viabilidade celular,
os quais podem avaliar a funcéo celular através da integridade da membrana e de
organelas, contetido celular (metabdlito ou macromolécula) e atividade enzimatica
(Loveland ef al., 1992; Repetto and Sanz, 1993).

Alguns testes, como por exemplo a analise do contetdo de acido
desoxirribonucleico (DNA), o contetdo de proteina, a incorporacdo do corante
Vermelho neutro (cloridrato de 2-amino-3-metil-7-dimetil-amino fenanzina), a
excluséo do azul de tripan e a redugéo do MTT [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolio], tém adquirido atencdo consideravel no contexto de
citotoxicidade. O vermelho neutro e o MTT fornecem informacbes sobre as
funcoes metabdlicas celulares, mais especificamente, integridade lisossomal e
funcionamento mitocondrial, respectivamente (Mosmann, 1983; Denizot and Lang,
1986; Repetto and Sanz, 1993).

A integridade da célula também pode ser analisada por observacdes

morfolégicas e pela exclusao do corante Azul de Tripan, o qual da indicagao sobre
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a integridade da membrana celular (Loveland et al., 1992). No caso especifico da
cultura de leucocitos, a viabilidade € analisada utilizando como parametros a
reducdo do MTT, quantificacdo de proteinas e/ou incorporagdo de timidina, uma

vez que estas células sdo cultivadas em suspenséo (Mosmann, 1983).
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2. OBJETIVOS

Na literatura ha poucos relatos sobre o efeito citotoxico de antimalaricos em

diferentes tipos celulares, bem como na atividade de enzimas . Portanto, a fim de

correlacionarmos a citotoxicidade de antimalaricos sobre linfocitos e seus efeitos

na atividade da fosfatase destas células, para este trabalho foram propostos os

seguintes objetivos:

Verificar o efeito da cloroquina, quinina e desferoxamina na atividade da
proteina tirosina fosfatase na fragdo total, de membrana e citosdlica de

linfocitos;

Determinar o efeito destes antimalaricos na atividade da fosfatase em

presenca de antioxidantes (glutationa reduzida e acido ascorbico);

Verificar o efeito da desferoxamina na acido dos antimalaricos sobre a

fosfatase;

Avaliar a citotoxicidade da cloroquina e quinina sobre a cultura primaria de

linfécitos humano;

Utilizar a proteina tirosina fosfatase como biomarcador da viabilidade de

linfocitos;

Propor a relacéo entre o efeito citotdéxico da quinina e cloroquina e a atividade

da fosfatase de linfocitos.
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3. METODOLOGIA
3.1. Materiais

Cloroquina, guinina, desferoxamina, coquetel inibidor de PTP e histopaque
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
3.2. Métodos

3.2.1. Obtencéo dos linfécitos

Os linfécitos foram obtidos do sangue de voluntarios saudaveis que nao
estavam fazendo uso de medicamentos (comité de ética UNICAMP/ Processo N°
310/2000).

3.2.2. Separacéo dos linfécitos do sangue total

O sangue foi coletado em vacuette heparinizado e em seguida diluido em
solucao fisiologica (NaCl 0,9%) ou RPMI na proporgéo de 1:1. O sangue diluido foi
adicionado em tubos de centrifuga de 15 mL contendo 3 mL de histopaque
(reagente responsavel pela formagéo de gradiente e separagéo dos linfocitos de
outras células sanguineas). Esta mistura foi centrifugada por 30 minutos & 1000 x
g. Ap6s este periodo a nuvem linfocitaria foi cuidadosamente retirada, lavada 3
vezes com solucao fisioldgica e utilizada para a extracédo da fosfatase e realizacéo

da cultura.

sangue pla diluido
desfibrinado

2
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Figura 5. Separacéoc de linfécitos do sangue total

21



Materiais e Métodos

3.2.3. Obtencéo das fosfatases de membrana e citoplasmatica
Os linfécitos obtidos como descrito no item anterior, foram lavados com

solucéo fisiolégica e em seguida lisados com tampao Hepes 0,001 M pH 7.0. O
lisado foi centrifugado por 10 minutos a 1000 x g, o precipitado foi descartado e o
sobrenadante centrifugado @ 20.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi
ultracentrifugado a 100.000 x g (4°C). O precipitado (fracdo membranar) obtido foi
ressuspendido no mesmo tampao Hepes contendo 0,2% de Triton X 100 e no
sobrenadante obtivemos a fracao citosdlica, ambas fracdes foram utilizadas para a
dosagem da fosfatase.

3.2.4. Estudo cinético

a) Obtencéo da fosfatase total de linfocitos

A fosfatase total foi extraida com tampao Hepes 0,001 M, pH 7,0, apés os
linfécitos serem lavados com solucéo fisiol6gica.

b) Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimética foi determinada a 37°C utilizando p-nitrofenilfosfato
(5 mM) - (pNPP), tampao Hepes 100mM (pH 7,0), perfazendo um volume final de
1 mL. A reacao foi paralisada ap6s 40 minutos a adicdo de 1 mL de hidroxido de
sodio 1M ao extrato e a absorbancia do p-nitrofenol determinada a 405 nm. Nos
experimentos realizados com pré-incubacdo de 20 minutos a reacdo teve inicio

com a adicdo do pNPP (Aoyama et al., 2000).
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c) Efeito de antimalaricos, antioxidantes e desferoxérriina na atividade
da fosfatase de linfécitos

A atividade da enzima foi determinada na presenca dos farmacos
(cloroquina, quinina e desferoxamina) e antioxidantes (GSH e acido ascérbico). Os
experimentos foram realizados sem e com pré incubacao de 20 minutos.

3.2.5. Cultura de linfécitos

Aos linfécitos obtidos como descrito anteriormente foi adicionado meio de
cultura RPMI suplementado com soro fetal bovino (10%), antibidticos (1% de
estreptomicina e penicilina) e fitohemagiutinina 5ug/mL (mitégeno). Foram
plagueadas 1 x 10° células/mL em placas de Petri, apds 48 horas os linfécitos foram
contados na presenca de azul de tripan (1:1) e a viabilidade determinada pela
capacidade das células viaveis em excluirem o corante.

Apos 48 horas, o meio de cultura foi trocado por outro contendo os
antimalaricos. Os linfocitos foram mantidos por 24 horas em cultura na estufa a
37°C com 5% de CO,. Logo em seguida foram realizados os ensaios de
viabilidade celular como descrito em seguida.

3.2.6. Avaliacao da viabilidade celular

a) Fung¢éo mitocondrial

O meio foi removido e trocado por outro sem soro contendo o corante
(1mg/mL), e as células foram incubadas durante 5 h, tempo necessério para a
reducdo do MTT [3- (4,5-dimethylthiazole-2yi)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] a

formazan. O meio foi retirado cuidadosamente e foi adicionado 1 mL de etanol
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para solubilizacdo do formazan. As placas foram agitadas por 10 minutos e a
absorbancia medida a 570 nm (Denizot and Lang, 1986).
b) Dosagem de proteina

A proteina foi quantificada pelo método de Lowry, como descrito por Hartree
(1972), utilizando a albumina de soro bovino como padréo. A reacéo foi iniciada
pela adicdo de 2mL do reagente C a 0,2mL da amostra. Apos 10 minutos,
adicionou-se 0,2mL do reagente Folin-Ciocalteau (fosfomolibdato/fosfotungstato
diluido 1:1 em agua). A leitura da absorbéncia foi realizada a 660nm apds 30 min

da adicao do reagente Folin-Ciocalteau a temperatura ambiente.

e Reagente A - Carbonato sédio 2% em NaOH 0,1 N
e Reagente B -CuSQ04.5H,0 0,5% em citrato de sédio 1%
e Reagente C -imL do reagente B + 50mL reagente A

e Regente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 em H,0)

c) Dosagem da atividade fosfatasica
A dosagem da atividade fosfatasica foi determinada utilizando-se
pNitrofenilfosfato (opNPP) - 5 mM, apés a retirada do meio de cultura, lavagem das
células com solucdo RPMI e lise celular com tampao Hepes 0,001 M pH 7.0. A
reacdo foi paralisada com NaOH 1M, apdés 40 minutos e a absorbancia

(pNitrofenol) medida a 405 nm (Aoyama et al., 2000).
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3.2.7. Analise Estatistica

Todos os dados apresentados foram expressos em média + desvio padrao.
Os niveis de significancia entre as amostras foram analisados segundo Analise de
Multivariancia (ANOVA), através do software SAS utilizando como base o nivel de

significancia o = 0,05 (Teste de Dunnett’s).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ja relatado, as fosfatases estdo amplamente distribuidas no sangue
as quais, principalmente a CD45 e PP2B apresentam papel fundamental nas vias
de fransducdo de sinal em linfécitos. Correlacionar o efeito de farmacos na
atividade das proteinas fosfatases pode contribuir para a elucidacdo da acéo
fisiologica destas enzimas, sua participacdo na toxicidade dessas drogas e
também nos permitir analisar a via de sinalizacao celular que podera ser afetada

na presenca de determinado farmaco.

Este trabalho foi dividido em duas partes:

e Estudo do efeito dos antimalaricos nas fosfatases isoladas dos linfocitos
sem tratamento prévio com estes farmacos

e Estudo da viabilidade dos linfécitos humanos tratados com a cloroquina
e quinina, através dos seguintes parametros: reducio do MTT, contetido

de proteina e dosagem da atividade fosfatasica.

Portanto, foi realizada uma analise do efeito dos antimalaricos cloroquina,
quinina e desferoxamina na atividade das proteinas fosfatases isoladas das
diferentes fragdes de linfocitos (extrato, membrana e citoplasma) bem como o
estudo da viabilidade dessas células, apés o tratamento com as drogas utilizando

como um dos parametros a proteina fosfatase.
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A metodologia utilizada para separar os linfécitos do sangue total foi
adequada, uma vez que, a contagem das células a cada coleta com o corante azul
de fripan mostrou menos de 3% de células inviaveis. Este resultado também foi

obtido apds cultura dos linfécitos por 48 horas.

4.1. EFEITO DO COQUETEL DE INIBIDOR NA ATIVIDADE DA FOSFATASE
TOTAL DE LINFOCITOS HUMANOS

Como um dos parametros utilizados para avaliar a citotoxicidade dos
antimalaricos foi a dosagem da fosfatase total, nosso objetivo inicial foi determinar
a fosfatase predominante no extrato celular, através do coquetel de inibidor de
fosfatase.

Atividade fosfatasica total foi inibida 80% na presenca do coquetel inibidor
de proteinas tirosina fosfatases (Figura 7). Este resultado ja era esperado, pois ha
relatos na literatura mostrando que na membrana dos linfocitos a CD45 é a
principal proteina tirosina fosfatase (Thomas and Brown, 1999). Além disto, outros
dois tipos de proteinas fosfatases sdo encontradas no citosol destas células, que
sdo as proteinas tirosina fosfatases SHP-1 e SHP-2 e proteina ser/thr fosfatase
PP2B. Portanto, de acordo com nossos resultados a inibicdo de 80% se refere a
CD45 e outras PTPs.

Estudos em nosso laboratério com potenciais inibidores mostraram que ha
uma predominéncia da PTP no extrato celular, reafirmando nossos resultados. A
maior parte da PTP se encontra na fracdo membranar de linfécitos (Silva, 2002).

Esses dados reafirmam a importancia da PTP de membrana mais expressa de
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linfécitos, a CD45, a qual apresenta importante papel na ativacdo de linfocitos via
producéo de interleucina 2.

Visto isso, analisamos o efeito da cloroquina, quinina e desferoxamina nas
fosfatases do extrato total, citoplasmatica e de membrana dos linfécitos. Esses
ensaios forneceram resultados interessantes, gue nos permitiram correlacionar a
participacdo da PTP com a acédo toxica dessas drogas e a possivel via que

poderia estar sendo afetada em linfocitos humanos.
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Figura 7. Efeito do coquetel de inibidores de PTP na atividade da fosfatase
total de linfécitos humanos. O coquetel inibidor de PTP foi adicionado ac meio
de reacéo e diluido 100 vezes. A dosagem da atividade foi realizada como descrito
em meétodos 3.2.4 b. Foram realizados trés experimentos independentes em
triplicata e os resultados nos graficos representam as suas médias e os desvios
padrdes (p<0,05).
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4.2. EFEITO DA CLOROQUINA NA ATIVIDADE DAS FOSFATASES DE
LINFOCITOS HUMANOS

Drogas antimalaricas s@o conhecidas por apresentarem varios efeitos
biolégicos, os quais interferem com proteinas ligadas @ membrana, incluindo
enzimas (Madesh ef al., 1997). Tentando correlacionar a participacdo da fracéo
predominante isolada dos linfocitos, uma PTP (altamente sensivel a agentes
oxidantes), a toxicidade dessas drogas, analisamos o efeito destas na atividade
fosfatasica total, associada a membrana e citoplasmatica de linfécitos.

Analisando os resultados da Figura 8, observamos que a cloroquina ndo
apresentou efeito significativo sobre a atividade fosfatasica de nenhuma fracéo
dos linfécitos humanos. Fracgao total: sem e com pré-incubacio p = 0,227; fracéo
citosdlica: sem pré-incubagédo p = 0,427; com pré-incubacéo p = 0,251; fragao da
membrana: sem e com pré-incubacéo p = 0,180.

Na literatura ha relatos que a cloroquina diminui a atividade de enzimas
antioxidantes, glutationa peroxidase, catalase e oxidoredutases dependentes de
NADPH, alterando o estado redox celular (Magwere, ef al., 1997). No entanto, a

atividade da PTP isolada de linfécitos nao foi alterada.
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Figura 8. Efeito da cloroquina na atividade da fosfatase da fracéo total (A),
citosélica (B) e da membrana (C) de linfécitos humanos. A atividade da
enzima foi determinada como descrito em métodos (3.2.4.b) sem e com pré-
incubacéo de 20 minutos. Foram realizados trés experimentos independentes em
triplicata e os resultados nos graficos representam as suas médias e os desvios
padrdes dos valores obtidos para a atividade fosfatasica do extrato, membrana e

citosolica (p>0,05).
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4.3. EFEITO DA QUININA NA ATIVIDADE DAS FOSFATASES DE LINFOCITOS
HUMANOS

A quinina, numa concentracdo de 0,5 mM, em contato com a enzima
demonstrou uma inibicdo de 30% na fracdo total p= 0,003 (Figura 9A). Analisando
a fracéo citosélica houve uma inibicdo de 25% na mesma concentracéo com pré-
incubacdo (p < 0,0001) e na fracdo da membrana nao foi observado efeito
significativo (p = 0,1010). Isso demonstra que provavelmente a quinina esteja
atuando em proteinas ser/thr fosfatases do citosol, ja que néo foi observado efeito
sobre a PTP de membrana, sendo que, a maior parte da atividade da PTP se
encontra na membrana.

A atividade da enzima né&o foi significativamente alterada em presenca dos
antimalaricos, sem pré incubacgéo (p = 0,155). Este dado nos mostra que o efeito
desta droga € dependente do tempo de contato com a enzima livre. O fato da
atividade enzimatica ter sido afetada somente apdés um contato prévio com a
enzima livre, sugere que o substrato protege deste efeito inibitério. Isto mostra que
a quinina pode interagir com alguma regiao do sitio ativo ou com outra regido da
enzima alterando a sua conformacio, mecanismos 0s quais, sdo impedidos na

presenca do substrato.
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Figura 9. Efeito da quinina na atividade da fosfatase da fragdo total (A),
citosdlica (B) e da membrana (C) de linfécitos humanos. A atividade da
enzima foi determinada como desscrito em métodos (3.2.4 b) sem e com pré-
incubacéo de 20 minutos. Foram realizados {rés experimentos independentes em
triplicata e os resultados nos graficos representam as suas médias e os desvios
padrées do exirato e citosdlica (p<0,05) enquanto na fragdo membranar (p>0,05).
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4.4. EFEITO DA DESFEROXAMINA NA ATIVIDADE DAS FOSFATASES DE
LINFOCITOS HUMANOS

A desferoxamina numa concentracéo de 50 mM, causou ativacio da PTP
de 20% (p<0,0001) e 40% (p<0,0001) com e sem pré-incubacao, respectivamente.
Na fracdo da membrana, numa concentracdo de 50 mM também foi observada
uma ativacdo de 70% e 40% (p<0,0001) sem e com pré-incubacao,
respectivamente. Vimos que a atividade da proteina fosfatase da fracéo citosélica
nao foi alterada em presenca da desferoxamina, enquanto que a atividade
fosfatasica do extrato total e de membrana sofreram ativagdo em presenca do
farmaco.

De acordo com esses resultados podemos dizer que a acdo da
desferoxamina ocorre sobre as PTPs de membrana. Sendo a CD45 uma PTP tipo-
receptor importante na sinalizacdo mediada peloc TCR em linfécitos, e altamente
expressa na superficie de todas as células hematopoiéticas (Thomas and Brown,
1999), esta poderia ser alvo direto da acdo desse quelante, visto que sua acéo
ocorre somente em proteinas fosfatases de membrana. Este resultado sugere que
a desferoxamina pode alterar a funcao dos linfocitos possivelmente via CD45, ja
gue esta enzima é importante na ativacio e desenvolvimento de linfocitos. Nao foi
observado efeito na fracdo citoplasmatica. Sugerimos qgue a acio ativadora
observada pode ser decorrente de uma interacéo desferoxamina-enzima capaz de
alterar a conformagdo da mesma. O mecanismo proposto para a ativacio da
enzima pela desferoxamina ter sido devido pela alteracdo da conformacdo da

enzima & de grande relevancia, visto que a possivel propriedade antioxidante
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proveniente da quelacdo de ferro pode ocorrer somente no sistema celular

(Niihara ef al., 2000) (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da desferoxamina na atividade da fosfatase da fragéo total
(A), citosolica (B) e de membrana (C) dos linfécitos humanos. A atividade da
enzima foi determinada como descrito em métodos (3.2.4 b) sem e com pré-
incubacéo de 20 minutos. Foram realizados trés experimentos independentes em
triplicata e os resultados nos graficos representam as suas meédias e os desvios
padroes do extrato & membrana (p<0,05) e citosdlica (p>0,05).
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4.5. EFEITO DE ANTIOXIDANTES NA ATIVIDADE DAS FOSFATASES
DE LINFOCITOS HUMANOS

Estudos prévios tém demonstrado que a PTP pode ser regulada pelo
estado redox intracelular (Xu ef al, 2002). O estado redox é de fundamental
importancia para a fungdo dos linfécitos e também para a atividade da PTP
regulando assim, a sua funcéo, ja que a oxidagdo de um residuo de cisteina no
sitio catalitico da enzima, permite a sua inativacdo. O residuo de cisteina das
proteinas tirosina fosfatases é extremamente reativo, porém essa reatividade da
cisteina é de fato, essencial para o mecanismo catalitico enzimatico, uma vez que
essas enzimas hecessitam do intermediario fosfo-cys a catalise. No entanto, essa
alta reatividade necesséria para a atividade catalitica torna a cisteina vulneravel a
oxidacao (Xu ef al., 2002). Desta forma, verificamos o efeito de dois antioxidantes
(acido ascorbico e GSH) na atividade da fosfatase de linfocitos (Figura 11).

Foi observado um aumento na atividade da enzima de 40% e 30%
(p<.0001) quando a mesma foi mantida em contato prévio com acido ascérbico
numa concentracéo de 40 mM e 30 mM, respectivamente. Entretanto, nessas
mesmas concentragdes sem pré-incubacdo nao houve efeito significativo (p =
0,306) e em concentragdes menores de 5 mM a 20 mM a atividade da enzima foi
mantida. Esse efeito ativador pode ser explicado pela manutencgo da integridade
do sitio catalitico, a qual € essencial para a catalise, como observado para outras
proteinas tirosina fosfatases (Granjeiro, 1994). A atividade da enzima foi mantida
em concentracdes fisiolégicas de GSH. Na literatura hé relatos que o acido

ascorbico e o GSH mantém o grupamento SH da cisteina na forma reduzida.
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A ativacdo e manutencdo da enzima em presenca desses antioxidantes,
reafirmam a importancia da manutengdo da integridade desses aminoéacidos

cisteina presentes no sitio ativo e portanto, essenciais para a catalise.
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Figura 11. Efeito de antioxidantes (acido ascérbico e GSH) na atividade das
PTP de linfécitos humanos. A atividade da enzima foi determinada como
descrito em métodos (3.2.4. b) sem e com pré-incubacdo de 20 minutos. Foram
realizados trés experimentos independentes em friplicata e os resultados nos
graficos representam as suas médias e os desvios padrao. O nivel de significancia
(p) para GSH e 4cido ascarbico foi < 0,0001).
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4.6. EFEITO DA CLOROQUINA, QUININA E DESFEROXAMINA NA ATIVIDADE
DA FOSFATASE DE LINFOCITOS HUMANOS EM PRESENCA DE
ANTIOXIDANTES

Relatos na literatura mostram que a cloroguina causa um aumento da
peroxidacao lipidica e decréscimo na atividade de enzimas antioxidantes na retina
de camundongos. E possivel que a cloroquina aja diretamente ou indiretamente
alterando o estado redox (Magwere ef al., 1996). De acordo com essas
informacdes e visto que o estado redox é de fundamental importancia para a
funcdo dos linfécitos e para a atividade das PTPs, verificamos o efeito da
cloroquina, quinina e desferoxamina em presenca dos antioxidantes, GSH e acido
ascorbico.

Nossos dados mostraram que a quinina em presenca de antioxidantes
apresentou um efeito ativador sobre a PTP de 60% a 75% (p<0,0001) para a
combinacao quinina-acido ascérbico e quinina-GSH, respectivamente (Figura 12).

Efeito ativador de 60% foi observado para a combinacéo cloroquina-acido
ascorbico e GSH (Figura 13).

Na combinacéo desferoxamina-acido ascorbico e GSH foi observado, uma
ativacao de 60% e 70% respectivamente. A combinacéo cloroquina-antioxidantes
demonstrou um efeito ativador maior em relacdo as concentracbes das drogas
utilizadas para a desferoxamina e quinina.

Esses resultados indicam que os antimalaricos e a desferoxamina em

combinagdo com os antioxidantes (GSH e acido ascorbico) apresentaram um
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efeito ativador maior na atividade da enzima, quando comparado somente com o
efeito dos antioxidantes (Figura 11) na atividade da fosfatase.

A interacao cloroquina, quinina e desferoxamina com antioxidantes resultou
em um aumento significativo na atividade das fosfatases (p<0,0001).
Provaveimente a combinacdc antimalaricos-antioxidantes poderia estar
interagindo com a enzima alterando a sua conformacdo de modo a aumentar a
sua atividade. Nao foi observado qualquer ativagdo das PTPs na presenca dos
antimalaricos, com exce¢do da desferoxamina. A acdo sinergistica desses
compostos precisa ser melhor investigada. Entretanio, esses resultados nos
mostram um possivel uso farmacolégico da combinagao antimaiéricps—
antioxidantes, visto que o aumento da atividade das proteinas fosfatases (CD45 e
PP2B) tem grandes implicagdes na funcdo dessas células, ja que ambas tem
importante papel na ativacdo dos linfécitos e consequentemente na resposta

imune.
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Figura 12. Efeito da quinina em presenga do &cido ascérbico e GSH na
atividade da PTP de linfocitos. A atividade da enzima foi determinada como
descrifos em métodos 3.2.4b, sem pré-incubagdo. Foram realizados irés
experimentos independentes em ftriplicata e os resultados nos graficos
representam as suas médias e os desvios padrdes. O nivel de significancia (p)
para as combinagdes quinina-ac. ascorbico/GSH foi < 0,05).
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Figura 13. Efeito da cloroquina em presenga do acido ascodrbico e GSH na
atividade da PTP de linfécitos. A atividade da enzima foi determinada como
descritos em métodos 3.2.4b, sem pré-incubacdo. Foram realizados frés
experimentos independentes em friplicata e os resultados nos graficos
representam as suas médias e os desvios padrdes. O nivel de significdncia (p)
para as combinagdes cloroquina-ac. ascoérbico/GSH foi < 0,05).
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Figura 14. Efeito da desferoxamina em presenca do acido ascoérbico e GSH
na atividade da PTP de linfécitos. A atividade da enzima foi determinada como
descritos em métodos 3.2.4b, sem pré-incubacdo. Foram realizados irés
experimentos independentes em friplicata e os resultados nos graficos
representam as suas médias & os desvios padrdes O nivel de significancia (p)
para as combinacdes desferoxamina-ac. ascérbico/GSH foi < 0,05).
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A Tabela 1 nos mostra um resumo do efeito da agéo dos antioxidantes,
antimalaricos e das combinacbes antimalaricos-antioxidantes sobre a atividade da
PTP, revelando que as interagdes entre antioxidantes e farmacos podem afetar
significantemente a atividade da enzima. Essa alteracdo é de relevante
importancia visto que, essas proteinas desempenham um papel fundamental na

ativacao e proliferacdo dos linfécitos.
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Tabela 1

Efeito dos antimalaricos na atividade da fosfatase total de linfécitos

humanos
Farmacos Ensaios Atividade Relativa
cloroquina (0,05-0,2mM) 100 (£2)
acido ascorbico {(20mM) 100 (24)
Cloroguina cloroguina (0,2mM) + acido ascérbico (20mM) 160 (+1)
GSH (5mM-10mM) 100 (+4)
cloroguina (0,2mM)+ GSH (20mM) 160 (£2)
quinina (0,1mM-0,5mM) 100 (£5)
&cido ascérbico (30mM) 130 (£2)
Quinina quinina {0,3mM] + acido ascoérbico [30mM] 160 (£5)
GSH [5mM-10mM] 100 (+4)
Quinina [0,2mM] + GSH [20mM] 175 (£2)
Desferoxamina | O,ZmM—O, 3mM] 100 (£6)
Acido ascérbico [30mM] 130 (2)
Desferoxamina Desferoxamina [0,3mM]+acido ascérbico [30mM] 160 (£3)
GSH [5mM-10mM] 100 (+4)
Desferoxamina [0,2mM]+GSH [20mM] 170 (£2)

Na auséncia dos antimalaricos a atividade da fosfatase total de linfécitos humanos
foi considerada como 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata e os
pontos mostrados na tabela representam as suas médias e os desvios padrdes.
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4.7. EFEITO DA DESFEROXAMINA EM PRESENCA DOS
ANTIMALARICOS NA ATIVIDADE DA FOSFATASE DE LINFOCITOS

HUMANOS

Na literatura tem sido relatado que a combinacé@o da desferoxamina com a
cloroquina aumenta a agéo terapéutica no tratamento da malaria (Vippagunta et
al., 1997).

No caso especifico da PTP de linfécitos, ndo foi observado efeito
significativo na atividade da enzima pela combinacgao desferoxamina- cloroquina (p

= 0,344); desferoxamina-quinina (p = 0,354). (Figura 15).
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Figura 15. Efeito da desferoxamina na acédo dos antimalaricos (cloroquina e
quinina) na atividade da PTP de linfécitos. A atividade da enzima foi
determinada como descrito em métodos (3.2.4 b), sem pré-incubacdo. Foram
realizados trés experimentos independentes em friplicata. O nivel de significancia
(p) para as combinagdes desferoxamina —antimalaricos foi > 0,05).
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4.8. AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DE ANTIMALARICOS SOBRE

LINFOCITOS HUMANOS EM CULTURA

Como mencionado anteriormente, a citotoxicidade de um xenobidtico deve
ser avaliada através de varios parametros, uma vez que, a fidelidade de um
ensaio especifico dificiimente se equivale a 100%. Portanto, a utilizacdo de
diferentes testes de viabilidade celular assegura a confiabilidade da interpretacéo
dos resultados minimizando os efeitos de artefatos resultantes de respostas
biologicas diversas (Renzi ef al., 1993).

E importante ressaltar que a analise dos dados obtidos deve ser realizada
de forma comparativa com o controle, sendo de fundamental importancia o

conhecimento das caracteristicas quimicas do composto testado.

Desferoxamina

Apesar do efeito da desferoxamina ter sido avaliado na fosfatase total
extraida dos linfécitos, a acdo da mesma na viabilidade dos linfocitos nao foi
verificada, pois na literatura ja ha relatos de sua toxicidade.

Bierer e colaboradores (1990) demonstraram que a desferoxamina inibiu a
proliferacdo de linfécitos induzida por mitégenos através da sua acgédo quelante de
ferro, pois este efeito foi revertido pela adigdo do ferro ao meio de cultura.

Lederman e colaboradores (1984) mostraram que a desferoxamina inibe a
fase S do ciclo celular dos linfécitos por inibir a ribonucleotideo redutase.

Recentemente, outros autores tém demonstrado que quelantes de ferro podem
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alterar o funcionamento da mitocéndria e induzir apoptose (Abeysinghe ef al,
2001; Walter ef al., 2002).

E evidente que seria interessante a andlise da citotoxicidade da
desferoxamina sobre linfocitos utilizando como parametro a proteina firosina
fosfatase, entretanio nosso objetivo inicial era o estudo dos antimalaricos
tradicionais (cloroquina e quinina). Esse trabalho forneceu perspectivas em
relacdo ao estudo de citotoxicidade da desferoxamina, uma vez que alguns
resultados serviram de base para um novo estudo comparativo entre farmaco e
PTP.

Cloroguina

O estudo de citotoxicidade da cloroquina em cultura de linfécitos humanos,
demonstrou um decréscimo dose dependente na viabilidade destas células (Figura
16). Existem relatos na literatura mostrando que a cloroquina inibe a proliferagéo
dos linfocitos (Landewe et al., 1995).

Analisando os parametros reducdo do MTT, atividade fosfatasica e
quantificacao de proteina, foi observado um efeito téxico com valores de ICs entre
75uM até 360uM. A cloroquina mostrou baixa citotoxicidade analisando a atividade
da PTP (ICs5=360uM) e quantificacdo de proteina (ICs5=346uM), quando
comparada com a maior toxicidade observada para o teste do MTT (ICs0=75uM).

Esse resultado mostra que a atividade fosfatasica pode ser utilizada como
parametro da viabilidade celular uma vez que o seu perfil foi similar ao obtido para
o contelido de proteina. Isso pode ser reforcado pela auséncia de efeito na

atividade da fosfatase quando a cloroquina foi adicionada aoc meio de reacgéo,
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mostrando que a diminuicdo da atividade da enzima no grafico de viabilidade foi
devido & diminuicao do nimero de células e ndo ao efeito da droga diretamente na
enzima.

Em relacdo a diminuicdo da reducdo do MTT, este resultado pode ser
interpretado de duas maneiras: inibigdo da fungdo mitocondrial ou alteracao da
permeabilidade da membrana permitindo a saida do formazan. Ichiro e
colaboradores (1997) demonstraram que a cloroguina apresenibu efeito citotdxico
sobre astrocitos. No entanto, estes autores revelaram que o resultado obtido a
partir da reduc@o do MTT foi “falso positivo”, uma vez que o método em questio

pode ter interferentes, como:

e Aumento da exocitose do formazan (produto da redugdo do MTT)
causado pela cloroquina.

e Acao oxidante da droga, alterando a capacidade celular de reduzir o MTT

via NADH.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho deve-se considerar as
condi¢cbes e caracteristicas da droga em estudo. Outra caracteristica importante
da cloroquina € o fato da mesma ser uma base fraca e estar protonada no pH
fisiolégico (Wolf and Ruocco, 2000). Portanto, a inibicdo da funcdo mitocondrial

pode ter sido intensificada pela diminuicdo da producéo de ATP, pois a cloroquina
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ao captar protons, pode interferir na formacéo do gradiente eletroquimico que é
essencial para a producao de ATP.

Quanto a quantificacBo de proteina total, houve um decréscimo de
aproximadamente 51%, isso pode ser explicado através do mecanismo de acéo
antiproliferativo da cloroquina, a qual pode interferir na sintese de proteina in vivo
e In vitro. Os antimalaricos bloqueiam a sintese de DNA e RNA por se
intercalarem no DNA (Wolf and Ruocco, 2000).

Os resultados cinéticos e de citotoxicidade sugerem que o efeito citotdxico
da cloroquina sobre os linfécitos pode estar relacionado com alteracdo do estado
redox destas ceélulas. Magwere e colaboradores (1996) relataram que este
farmaco pode alterar o estado redox celular (células hepaticas e renais), através
de mudancgas na atividade de enzimas envolvidas na resposta antioxidante
(superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase).
Estes relatos reforcam que a citotoxicidade apresentada pela cloroquina pode
estar relacionada com alteragdo indireta da atividade de proteinas tirosina
fosfatases, uma vez que estas enzimas dependem do grupamento-SH para

catalisar a reacao.
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Figura 16. Avaliagdo da citotoxicidade da cloroquina em linfécitos humanos.
A viabilidade dos linfécitos foi avaliada de acordo com o método 3.2.7 através dos
seguintes parametros: Dosagem da atividade fosfatasica (405nm), quantificacdo
de proteina (660nm) e reducdo do MTT (570nm). Os linfécitos foram tratados com
a droga por 48h de acordo com o método 3.2.6. Os experimentos foram realizados
em triplicata.
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Quinina

Analisando o efeito da quinina em linfécitos, foi observado um decréscimo
na viabilidade destas células, e este efeito foi dose dependente (Figura 17). Os
parametros atividade fosfatasica e quantificacdo de proteina total revelaram uma
inibicdo e um decréscimo de 40%, respectivamente.

De acordo com as caracteristicas da droga o decréscimo na quantificacdo
da proteina pode estar relacionado a mecanismos antiproliferativos exercidos
pelos antimalaricos, os quais bloqueiam a sintese de DNA e RNA por se
intercalarem no DNA (Wolf and Ruocco, 2000).

Atraves dos estudos cinéticos e de citotoxicidade da quinina podemos
observar que, provavelmente, sua acdo seria sobre as proteinas serina/treonina
fosfatases predominantes no citosol de linfocitos humanos. Resultados similares
foram encontrados em cultura de células e na enzima livre do sangue periférico
apresentou inibicdo de 25% (fracdo citoplasmatica) e aproximadamente 30% no
extrato celular, ndo sendo observado efeito nas proteinas de membrana. Sendo a
quinina um bloqueador dos canais de Ca*? (Matko et al., 1997), e de acordo com
as informagGes obtidas, sugerimos que a PP2B teria sua funcdo diretamente
alterada, ja que é a principal proteina serina freonina fosfatase envolvida na
ativagdo dos linfocitos e dependente de Ca*/calmodulina para a sua catalise.

A quinina também revelou alta toxicidade para a mitocodndria, tendo um
aumento na reducdo do MTT de 130%. Vale salientar que a andalise dos resultados
de citotoxicidade sempre se dé em relagdo ao controle, portanto, aumento ou

diminuicdo dos parametros utilizados, reflete alteracdo do funcionamento celular.
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No caso especifico da reducdo do MTT, sugerimos que o aumento da reducéo

observada poderia ser devido a dois fatores:

s Ativagdo da expressdo da succinato desidrogenase em resposta ao
estresse oxidativo causado pela quinina;

e Aumento da resposta antioxidante celular frente & quinina, o que
resultaria num aumento da capacidade redutora,"'possibilitando um
aumento significativo da reducéo do MTT resultando portanto, numa alta

citotoxicidade;

Alguns autores tém estudado a bioquimica da reducéo do MTT por células
viaveis, pois esta metodologia esta sujeita a controvérsias (Berridge et al., 1996).
Vistica e colaboradores (1991) demonstraram que a linhagem HepG2 quando
tratada com fenobarbital induziu a expressdo de enzimas envolvidas na reducéo

do MTT, porém, a producéo do formazan nao foi afetada.
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Figura 17. Avaliacdo da citotoxicidade da quinina em linfécitos humanos. A
viabilidade dos linfocitos foi avaliada de acordo com o método 3.2.7 através dos
seguintes parametros: dosagem da atividade fosfatasica (405nm), quantificacéo
de proteina (660nm) e redugdo do MTT (570nm). Os linfocitos foram tratados com
a droga por 48h de acordo com o método 3.2.6. Os experimentos foram realizados
em friplicata.
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Os resultados mostrados evidenciaram que qualquer mudanga no perfil dos
parametros de viabilidade celular, pela acdo de uma droga, é considerada uma
alteracé@o no metabolismo da célula conferindo um efeito citotéxico.

A correlacdo dos estudos cinéticos com os de citotoxicidade foram de
fundamental importancia para analisar quais fosfatases seriam afetadas e a
possivel via de sinalizacdo que estariam envolvidas na toxicidade desses

farmacos, amplamente utilizados na malaria como também em outras doencas.
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5. CONCLUSAO

A utilizacdo da PTP como biomarcador serviu como parametro para ©
estudo de citotoxicidade dos antimalaricos sobre linfécitos humanos, pois o perfil
da fosfatase foi similar ac apresentado pelo parametro proteina total. Alem disto,
estes resultados juntamente com os dados cinéticos forneceram informacdes
importantes sobre o mecanismo de acdo citotdxica desses farmacos no sistema

celular.

Sugerimos a importancia de antioxidantes para a integridade da PTP e
consequentemente, a funcdo e proliferacdo dos linfécitos, uma vez que a
combinacado antimalarico-antioxidante provocou ativacéo da enzima. Desta forma,
a diminuicdo da proliferacdo dos linfocitos devido ao estresse oxidativo causado

por antimalaricos pode ter relacdo com a alteracdo da PTP tipo receptor.

A possivel inibicdo da PP2B pela quinina pode levar a uma alteracéo na
funcéo dos linfocitos, visto que a quinina tanto pode inibir diretamente a agdo da
enzima, como indiretamente, provavelmente pelo decréscimo na concentracéo de
ca™.

As fosfatases de membrana e citosol tiveram suas atividades alteradas
pelos antimalaricos. A inibicdo das proteinas fosfatases pela cloroquina e quinina
e a ativacao provocada pela desferoxamina tem grande implicacéo para o sistema
imune, devido as mesmas apresentarem grande importancia na ativacdo e

proliferacéo dos linfécitos.
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6. PERSPECTIVAS

A analise desses farmacos em linfocitos utilizando como principal parametro
as proteinas fosfatases, nos conduziu a novas perspectivas em relagdo as vias
metabdlicas afetadas nessa toxicidade. Para isto propomos as seguintes

perspectivas:

e Quantificar as proteinas fosfatases CD45 e PP2B dos linfocitos
tratados com os antimalaricos
¢ Avaliar o estado redox celular apos o tratamento com antimalaricos;

¢ Determinar o tipo de morte celular induzida pelos antimalaricos.
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Anexo

s Cytotoxicity of antimalarial drug in the human lymphocytes. sob a forma
de painel, durante a XXX Reuni@do Anual da Sociedade Brasileira de
Bioguimica e Biologia Molecular — SBBq, realizada no periodo de 19 a 22 de
maio, em Caxambu-MG.

e Cytotoxicity of chioroquine in human lymphocytes. sob a forma de painel,
durante a XVI Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia
Experimental — FeSBE, realizada no periodo de 29 de agosto a 1° de
setembro, em Caxambu-MG.

e Effect of antimalarial drugs in the protein tyrosine phosphatase from
human lymphocytes sob a forma de painel, durante a XXX| Reunido Anual Da
Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular — SBBQ, realizada no

periodo de 18 a 21 de maio, em Caxambu-MG.

e Efeito da quinina nas proteinas fosfatases de linfocitos humanos. sob a
forma de painel, durante a XVIlI Reunido Anual da Federacdo de Sociedades
de Biologia Experimental — FeSBE, a ser realizada no periodo de 28 a 31 de

agosto, em Salvador-BA.
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