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RESUMO

A malaria é um problema de saiide mundial, sendo endémica em mais de 90 paises, responsavel
por cerca de 212 milhdes de casos no mundo.O Brasil reportou 174.522 casos de malaria em
2017, um aumento de 48,11% em relacdo a 2016.Apesar do grande interesse em erradicar a
maléria, atualmente ndo temos uma vacina efetiva sendo a profilaxia e o tratamento
medicamentoso as formas utilizadas para o controle da doenca. A resisténcia ao tratamento
desenvolvida pelo plasmédio ameaca o controle, evidenciando a necessidade de
desenvolvimento de novos compostos contra esta doenca. Nesse contexto, o presente trabalho
estudou o 0Oleo essencial obtido de rizomas de Cyperus articulatus (OECA)para investigar sua
composicao quimica , toxicidade aguda e atividades antiplasmaodica e antimalarica in vitro e in
vivo, respectivamente e fundamentar seu possivel uso como alternativa terapéutica no
tratamento de malaria.Realizou-se a analise da composi¢do quimica do OECAcoletados na
regido do Tabocal no municipio de Santarém, Para, Brasil, utilizando um cromatografo a gas
AgilentHP-6890, a avaliacdo da toxicidade in vivoem camundongos BALB/c conforme o Guia
OECD, a citotoxicidade pelo método de MTT com a linhagem celular WI-26VA-4,
posteriormente a atividade antiplasmadicain vitro,utilizando cepas de Plasmodium falciparum
W2 (cloroquina-resistente) e 3D7 (cloroquina-sensivel) cultivadas em heméacias em microplaca
de 96 pocos e antimalarica in vivo utilizando camundongos da linhagem BALB/c infectados
com aproximadamente 108 eritrdcitos parasitados pelo P. berghei recebendo tratamento no 4°
dia apés a inoculacdo, foram tratados durante 7 dias consecutivos e submetidos a coleta
sanguinea para determinacdo dos parametros hematologicos. A caracteriza¢do quimica por GC-
MS possibilitou a identificacdo de 37 compostos apresentando a mustacona como composto
majoritario. A dose tdxica aguda do OECA é maior que 2000 mg/kg em
camundongos BALB/c, classificando-a na categoria 5
do Globally Harmonized Classification System (GHS). In vitro, o OECA apresenta baixa
citotoxicidade e alto potencial antiplasmodico (ICso < 10 ug ml™?) frente as duas cepas de P.
falciparum testadas.In vivo, reduziu significamente (p< 0,001) a parasitemiainduzida pelo P.
Bergheie, consequentemente, obteve melhora dos parametros hematoldgicos nas doses de 100
e 200 mg/kg/dia. Diante do exposto, 0 OECA representa um produto extraido da Amazonia
com potencial antiplasmodico e antimalarico validando o uso popular eviabilizando o OECA
como seguro e promissor candidato a medicamento ou fonte de substéncias, sendo necessarios
estudos complementares.

Palavra-chave: Maléaria, Cyperus articulatus, Plasmodium, Atividade Antimalarica e
Atividade Antiplasmddica.



ABSTRACT

Malaria is a worldwide health problem and is endemic in over 90 countries, with about 212
million cases worldwide. Brazil reported 174,522 cases of malaria in 2017, an increase of
48.11% over 2016. Despite the keen interest in eradicating malaria, the current is not since
efficacy is prophylaxis and drug treatment as used forms. for disease control. Delaying the
efficacy of control plasma diagnosis, highlighting the need for development of new compounds
against this disease. In the context, the present work studied the essential oil obtained from
Cyperus articulatus rhizomes (OECA) to investigate its chemical appearance, acute toxicity and
antiplasmodic and antimalarial activities in vitro and in vivo, with and without their own use as
therapeutic alternative. malaria. The analysis of the chemical composition of the OECA
collected in the Tabocal region in the municipality of Santarém, Pard, Brazil, using an Agilent
HP-6890 gas chromatograph, in vivo toxicity evaluation in BALB / ¢ mice according to the
OECD Guide, was performed. MTT cytotoxicity with WI-26VVA-4 cell line, followed by in
vitro antiplasmodic activity using Plasmodium falciparum W2 (chloroquine-resistant) and 3D7
(chloroquine-sensitive) strains cultured in red blood cells in 96-well microplate and In vivo
antimalarial infection using BALB / ¢ mice infected with approximately 106 P. berghei-
parasitized erythrocytes receiving treatment on the 4th day after inoculation were treated for 7
consecutive days and subjected to blood collection to determine hematological parameters.
Chemical characterization by GC-MS allowed the identification of 37 compounds with
mustacone as the major compound. The acute toxic dose of OECA is greater than 2000 mg / kg
in BALB / ¢ mice, classifying it in category 5 of the Globally Harmonized Classification System
(GHS). In vitro, OECA presents low cytotoxicity and high antiplasmodic potential (IC50 <10
pg ml-1) against the two P. falciparum strains tested. In vivo, it significantly reduced (p <0.001)
P. Berguei-induced parasitemia and consequently improved hematological parameters at doses
of 100 and 200 mg / kg / day. Given the above, OECA represents a product extracted from the
Amazon with antiplasmodic and antimalarial potential validating popular use and making
OECA a safe and promising candidate for a drug or source of substances, and further studies
are needed.

Keywords:Malaria,Cyperus articulatus,Plasmodium, Antimalarial Activityand Antiplasmodic
Activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 A MALARIA NO MUNDO E NO BRASIL

Apesar da reducdo da incidéncia dos casos de maléria em cerca de 41% e da mortalidade
em 62% entre os anos de 2000 e 2016, a maléria ainda é um problema de saude mundial. E
considerada endémica em mais de 90 paises como mostrado na (figura 1), afetando mais de 216
milhdes de pessoas no mundo e levando a aproximadamente 445 mil mortes por ano
(WHO,2017).

Figural-Paises endémicos da malaria entre 2000 e 2016.
Fonte:Adaptado de (WHO, 2016).

7

.
:

“

Paises endémicos da malana em 2016
Paises ndo endémicos para a malana em 2000

mm Paises endémicos em 2000 e ndo endémicos 2016
Nio aplicavel

A maléria possui distribuicdo global relacionada a fatores sazonais preponderante em
regides tropicais e subtropicais do mundo como na Africa, no Sudeste Asiatico e na Regi&o
Amaz6nica da América do Sul, onde sdo relativamente mais comuns infecgdes por parasitas,
bactérias e virus, hemoglobinopatias, talassemia e enzimopatias de eritrocitos e
desnutricdo(OLIVEIRA et al., 2014). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
quase metade da populacdo mundial, cerca de 3,2 bilhGes de pessoas em 97 paises, corre 0 risco

de serem infectadaspela Plasmodium (WHO, 2016).
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Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Salde (OPAS), os casos de maléria
aumentaram na América em 2016 e 2017, estando entre as quatro principais doenc¢as endémicas.
Entre os paises que notificaram o aumento estdo Brasil, Colémbia, Equador, El Salvador, Haiti,
Honduras, Nicardgua, México, Panamé e Venezuela(OLIVEIRA et al., 2014).

No Brasil principalmente duas espécies sdo associadas a casos autdctones em seres
humanos: Plasmodium vivax e P. falciparum (figura 2). Os casos por P.vivax séo predominantes
no pais seguidos por P. falciparum(BRASIL, 2015b). As regibes rurais e indigenas sdo
responsaveis por 86% dos casos(BRASIL, 2015a).

Figura2-Prevaléncia de espécies de Plasmodium nas regides endémicas a malaria em 2014.

3 P folciparum

A p ivax

Fonte: (BRASIL, 2015b).

O Brasil reportou 174.522 casos de malaria em 2017, representando um aumento de
48,11% quando comparado com o0s casos notificados em 2016, sendo que mais de 99%
ocorreram na Amazonia Legal a qual compreende os estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins. A ocorréncia de maior nimero
de casos nessa regido decorre de suas condi¢des climaticas favoraveis para a existéncia do vetor,

da falta de saneamento adequado e dos assentamentos desordenados (OLIVEIRA et al., 2014).
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Somente no Estado do Pard, foram notificados 33.122 mil novos casos de malaria em
2017, o que representa aumento de 150% dos casos em relacdo aos 13.235 mil casos notificados
em 2016, sendo o segundo Estado com maior numero de infeccbes (OPAS, 2018).0s
municipios da regido oeste do estado do Pard que mais contribuiram para esse aumento foram

Itaituba, Almeirim, Obidos, Jacareacanga, Alenquer e Santarém (BRASIL, 2018).

1.2 CARACTERISTICAS DA MALARIA

A maldria é uma doenga infecciosa e parasitaria,provocada por protozoarios
intracelulares do subfilo Apicomplexa do género Plasmodium, que possui aproximadamente
150 espécies, em que somente cinco sdo descritas como responsaveis por infectar seres
humanos: P. falciparum; P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. A transmissdo ao homem
ocorre através da picada dafémeas da mosquitos do género Anopheles infectadas(NEVESet al.,
2011; SINGH; DANESHVAr, 2013).

A infeccdo ocasionada pelo P. falciparum é considerada a mais letal; A espécie P.
vivax éamplamente distribuida pelos trépicos; A espécie P. malariae possui distribuicéo
esporadica;OP. ovale encontra-se restrito na regido Centro-Oeste da Africa em algumas ilhas
do Pacifico Sul; A espécie P. Knowlesié infectante de macacos concentrada no sudeste Asiatico
e descrita recentemente como infectantes de malarias em humanos (SINGH ; DANESHVAR,
2013; LEITEet al., 2014).

1.2.1 Vacina

E grande o interesse em erradicar a malaria, no entanto,atualmente, nio existeuma vacina
eficaz.Embora o desenvolvimento de vacinas sejao principal eixo da pesquisa para erradicar a
malaria, o progresso tem sido inadequado. As vacinas para a malaria sdo geralmente
classificadas de acordo com o alvo de acéo no ciclo de vida do Plasmodium, divididas em:
Vacinas pre-eritrocitaria, que visam bloquear a infeccdo no sangue; Vacinas eritrocitariasde
estagios sanguineos, que tém como objetivo eliminar a parasitemia e prevenir o quadro clinico;
e as vacinas que bloqueiam a transmisséo. Em 2012, Vaccine Technology Roadmap estabeleceu
a meta de desenvolver uma vacina 75% eficaz até 2030(CROMPTON et al., 2014;
HEMINGWAYet al., 2016).
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1.3 CICLO BIOLOGICO DO PLASMODIUM

Ha quatro estagios no qual o Plasmodium necessita passar a fim de completar o seu
ciclo bioldgico. Sao eles: estagio de desenvolvimento hepatico e reproducdo assexuada,
queocorre no hospedeiro vertebrado; a formacéo dos gametas e dos esporozoitos, que ocorre na
fémea do mosquito (figura3)(GERALDet al., 2011; NEVES et al., 2011).

Figura3- Ciclo de vida do Plasmodium
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Fonte: Adaptado de CDC, (2016).

Portanto, o ciclo biologico das espécies de Plasmodium inicia-se com a inoculagéo de
esporozoitos haploides (n) na corrente sanguinea do hospedeiro pela fémea do mosquito ao
alimentar-se. Estes migram pela circulacdo até alcancarem o figado, onde invadem os
hepatocitos e, por reproducdo assexuada, que desenvolvem-se em esquizontes e diferenciam-se
em merozoitos(SINGH; DANESHVAR, 2013).

Ao maturar-se, 0 esquizonte hepatico se rompe, liberando milhares de merozoitos na
corrente sanguinea, onde invadem os eritrocitos a fim de continuar seu desenvolvimento, dando
inicio ao ciclo eritrocitico. No interior dos eritrocitos, 0os merozoitos diferenciam-se em
trofozoitos, formando um anel que, posteriormente, desenvolve-se em esquizonte. A

segmentacdo do esquizonte contém inUmeros novos Merozoitos que, ao romperem a membrana
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celular, caem na circulagdo infectando novos globulos vermelhos, reiniciando dessa forma, o
ciclo(SINGH; DANESHVAR, 2013).

Apos algumas geracdes, aproximadamente de 10-12 dias, 0S merozoitos se
diferenciam emgametdcitoshaploides masculinos e femininos, sendo essenciais para a
reproducdo sexuada. Estes, apds serem ingeridos pelo mosquito,passam pelo processo de
fertilizacdo, dando origem a uma célula diploide (2n) chamada zigoto.Posteriormente o zigoto
diferencia-se em uma forma movel tetraploide (4n),denominada oocineto, que migra para o
intestino do mosquito e ao se fixar no epitélio intestinal, desenvolve-se em oocisto. A ruptura
do oocisto libera esporozoitos maduros que migram para a glandula salivar do mosquito,
facilitando dessa maneira, a transmissao do parasito para o hospedeiro humano ao alimentar-se
(GERALDet al., 2011; JOSLING; LLINAS, 2015).

1.4 PATOGENIA DA MALARIA

As alteracdes fisiopatoldgicas iniciais da malaria séo comuns para todas as espécies e
compreendem alteracfes complexas nos eritrdcitos, na circulagdo e nas rea¢fes imunoldgicas
provocadas pelo desenvolvimento intraeritrocitario do parasito. Dentre os principais sintomas
apresentados estdo: tremores, frio e uma alta subita da temperatura corporal, o que desencadeia
nauseas, cefaléia, dores musculares e abdominais, falta de apetite e distibios gastrointestinais
e, posteriomente, anemia. Os sinais e sintomas clinicos estdo associados ao ciclo eritrocitico da
malaria de acordo com o tipo de Plasmodium infectante que corresponde ao momento da
ruptura das hemaécias e liberagdo dos merozoitos, os sintomas se repetem em ciclos de 24h (P.
knowlesi), 48h (P. vivax e ovale), 36h (P. falciparum) e 72h (P. malariae)(BUFFET et al.,
2011; NEVES et al., 2011; CROMPTON et al., 2014).

O quadro clinico da malaria é dividido em leve, moderado ou grave dependendo da
espécie do parasito, a parasitemia do paciente e a imunidade adquirida. Os sintomas clinicos
iniciais inespecificos sdo semelhantes as outras patologias como dengue, febre amarela e
leptospirose, devido a isso o diagndstico depende principalmente da confirmacéo laboratorial
por microscopia da gota espessa ou testes imunocromatografico (BRASIL,2010).

A infeccdo causada pelas espécies P. falciparumtem inicio febril e é responsavel pelo
desenvolvimento da forma grave da patologia, com acometimento do sistema nervoso central
(SNC) como anemia grave, insuficiéncia renal, disfuncdo pulmonar, choque, coagulacédo
intravascular disseminada, hipoglicemia, acidose metabdlica e disfuncdo hepética
(WICKRAMASINGHE; ABDALLA, 2000; GOMES et al., 2011).
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Durante a fase intraeritrécitaria, o desenvolvimento do parasito causa alteracdes
moleculares levando a remodelacdo do eritrocito infectado e ndo infectado, modificando as
propriedades de aderéncia e deformidade e, consequentemente, o sequestro das células pelo
baco, contribuindo para o desenvolvimento da anemia e manifestagdes clinicas. As principais
alteracGes hematologicas associadas a maléria sdo: Eosinopenia; Linfopenia provocada pela
restribuicdo dos linfécitos; Trombocitopenia leve ou moderada relacionada a coagulagéo
intravascular, durante os primeiros dois dias ha uma neutrofilia seguido de neutropenia com
desvio a esquerda; Plaquetopenia leve ou moderada sem manifestacdo hemorragica; e
monocitose. Nota-se a formagéao de rouleaux provocado pela hipergamaglobulinemia policlonal
e a presenca de mondcitos e neutréfilos contendo pigmento malérico. (WICKRAMASINGHE;
ABDALLA, 2000; BUFFET et al., 2011).

A malaria apresenta manifestacdes agudas e cronicas. Os principais achados clinicos
na malaria aguda sdo febre, nauseas, anemia leve, posteriormente, esplenomegalia com bago
palpavel. A malaria cronica é resultado de repetidas contaminacdes, a maioria dos pacientes
ndo apresenta febre, eles possuem baixa parasitemia e sdo anémicos, estando presente
principalmente em regido endémicas (WICKRAMASINGHE; ABDALLA, 2000; WHITE,
2014).

As alteragdes patologicas da infeccdo pelo parasito do género Plasmadio normalmente
provocam disturbios hematolégicos como a anemia. Apesar de estar presente tanto na forma
aguda ou grave da malaria possui fisiopatologias diferentes. A anemia encontrada na malaria
aguda tem como principais causas a suspencdo da eritropoiese e a acentuada hemolise
periférica. A maléria crbnica € causada pela eritropoiese ineficaz, desencadeada pela
perduracdo dos altos niveis de eritropoetina desenvolvendo a hiperplasia eritroide acentuada
(WICKRAMASINGHE; ABDALLA, 2000; SINGH; DANESHVAR, 2013).

A disfuncdo hepatica, principalmente na malaria grave, pode ocasionar severas
complicacbes por meio de manifestacbes como: ictericia, hepatomegaliae aumento de
determinadas enzimas como as aminotransferases. Desse modo, induz algumas alteracdes na
funcdo do 6rgdo como a gliconeogénese, reducdo da producdo de fatores de coagulacdo e
dificuldade de metabolizacdo hepéatica. Além disso, apresenta algumas manifestacdes
semelhantes a outras patologias como hepatite e febre amarela, ocasionando possiveis
confus@es diagnosticas(GOMES et al., 2011).

O mecanismo de faléncia renal ainda ndo esta totalmente elucidado, porém héa
hipdteses que indicam alterac@es na microcirculacdo causada pela citoaderéncia das hemaécias.

Desse modo, 0 aumento de expressdes de fatores de adesédo celular induziveis na parede do vaso
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¢ a producdo de “rosetas” interferem no fluxo sanguineo na medida em que as células infectadas
sofrem remodelamentos e aderemas células normais formando agregados celulares. Por
conseguinte, ocorre a obstrucdo mecanica e a perda de fluidos por maltiplos mecanismos que
provavelmente contribuem para o desencadeamento da faléncia renal (DAS, 2008; GOMES et
al., 2011).

A eriptose descrita em vérias condigdes clinicas como na anemia falciforme, anemia
ferropriva, sepse, doenca de Wilson, deleg¢do do fosdato, B-talassemia e malaria. Na malaria a
eriptose é causada pelo estresse oxidativo das hemacias infectadas pelo Pasmodium, a
exposicdo da fosfatidilserina na superficie celular gera desordem na membrana, desencadeando
a entrada de Ca®"pelos canais catidnicos permeéveis, que por sua vez provoca a perda celular
de KCI por estimular os canais de K*, levando a reducdo de volume celular. A apresentacdo da
fosfatidilserina na membrana também provoca o reconhecimento e a fagocitose das hemacias
por macrofagos, levando a eliminagdo das células infectadas circulantes. Esses dois
mecanismos provocam a depuracdo acelerada dos eritrocitos causando anemiao que leva a
ativacdo dos linfocitos T CD8+ citotdxicos que expressdo dos marcadores HLA-DR e o0 CD69,
por conseguinte ativam as células T helper e citoliticas. (GOMES et al., 2011; CROMPTON et
al., 2014).

A resposta imune da maléria e complexa, respondendo por mecanismos celulares
(células fagociticas) e humorais (anticorpos). (Ballal et al., 2011; Crompton et al., 2014; Muniz
et al., 2017). A imunidade solida ao Plasmodium se desenvolve somente apds anos em areas
endémicas através de inimeras exposi¢des acumulativas, o que leva a quadros clinicos de febre
sem complicagBes culminando em uma produgdo gradual de anticorpos especificos e na
resisténcia a doenca. A resisténcia a infeccdo hepatica é raramente alcancada provocando
infeccOes assintomaticas principalmente em adultos que vivem em areas endémicas (GOMES
etal., 2011; CROMPTON et al., 2014).

As estratégias de controle da infeccéo estdo baseadas no desenvolvimento de vacinas e
medicamentos, assim como no avango de politicas de erradicacdo do vetor, quimioprofilaxia e
melhoria dos sistemas de salde (Frason et al., 2009). Dentre as principais drogas utilizadas para
o0 tratamento da maldria destaca-se a familia das quinolinas formadas pelas 4- aminoquinolinas,
as 8-aminoquinolinas e os alcoois quinolinicos que incluem drogas como a cloroquina,
primaquina, quinina, mefloquina, lumefantrina (BRASIL, 2010) e a Artemisinina, sendo o
principal agente antimalérico utilizado em tratamento de casos graves, porém a resisténcia

desenvolvida pelo plasmodio inviabiliza sua utilizacdo em muitos casos, além da elevada
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toxicidade ao organismo, que agrava o quadro de disfuncdo hepética e renal produzido pela
patologia (ARIEY et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

1.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico réapido, eficaz e preciso da malaria é um desafio, ndo somente em regides
gue possuem recursos limitados, mas também em paises desenvolvidos e em areas ndo
endémicas onde os especialistas sdo raros e ndo consideram a malaria como hipotese de
diagnostico. A répida deteccdo do parasito, além de aliviar o sofrimento, diminui o risco de
infeccéo para sociedade e direciona a escolha adequada para o tratamento. (TANGPUKDEE et
al., 2009; HEMINGWAY et al., 2016).

As caracteristicas varidveis, incluindo as 5 espécies de malaria que se apresentam em
diferentes estagios no ciclo eritrocitico, a quantificacdo da parasitemia, os variados graus de
imunidade por maléria recorrente, as movimentacfes da populacdo em &reas consideradas
endémicas, o0s sinais e sintomas considerados comuns dificultam o diagnostico. Esses fatores
sdo as principais causas de morte por essa patologia. O diagnostico da malaria € dividido em
clinico e laboratorial.(TANGPUKDEE et al., 2009; HEMINGWAJYet al., 2016).

1.5.1 Diagnostico Clinico da Maléaria

O diagnéstico clinico da malaria é amplamente praticado pelos médicos por ser o
método mais barato. Tal diagnostico € baseado nos sinais e sintomas apresentados pelos
pacientes. Os sintomas apresentados em uma infeccdo por malaria sdo inespecificos e variaveis,
comuns em outras infeccBes bacterianas ou virais como febre, ndusea, vomito ediarreia. A
inespecificidade dos sintomasprejudica a distingdo da malaria de outras causas de febre como
dengue, febre de Chikungunya e febre por Zika Virus prejudicando o diagndstico clinico. E
comum em regides endémicas o paciente com febre ndo-malérica ser tratado com antimalérico,
contribuindo assim para 0 aumento da resisténcia aos antimalaricos existentes(TANGPUKDEE
et al., 2009).

1.5.2 Diagnostico Laboratorial da Maléaria

O diagndstico laboratorial da maléaria é realizado por diferentes técnicas, desde
microscopia optica do esfregago sanguineo utilizando sangue periférico corados com Giemsa

ou outrastécnicas de coloracdo, como teste quantitativo de buffy coat (QBC), teste de
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diagnostico rapido (RDT) a exemplo do OPtiMAL, ICT, ParaHIT-f até métodos de diagnostico
molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os diferentes métodos possuem
caracteristicas peculiares e vantagens e desvantagens relacionadosa sensibilidade,
especificidade, precisdo, custo, intensidade de trabalho e a presenca do executor
treinado(TANGPUKDEE et al., 2009).

A microscopia usando esfregaco sanguineo fino ou grosso em Iamina de vidro corado
utilizando a coloracdo de Giemsa, Wright ou Field é o método considerado padrdo ouro para
diagnéstico laboratorial da malaria. A gota espessa do sangue periférico corada com Giemsa é
considerado um teste de triagem para maldria, j& o esfregaco sanguineo que forma um filme de
sangue bem fino € utilizado para confirmacdo da espécie(TANGPUKDEE et al., 2009).

As vantagens da técnica é o baixo custo, simplicidade de execucdo, capacidade de
qualificar e quantificar a espécie, que sao 0s parametros essenciais para 0 manejo da malaria e
contribuem para a ampla aceitagdo. As desvantagens do método estéo relacionadas ao trabalho
demandado para a coloracao e interpretagdo, fonte de energia elétrica, equipamentos adequados
além da imprescindivel presenca de um microscopista treinado, a técnica tem limitacdes como
baixa sensibilidade para a deteccdo e identificacdo de espécies em pacientes com baixa
parasitemia ou em infeccbes de malédrias mistas. Estudos indicam que um
microscopista especialistaconsegue detectar até 5 parasitas/ul, j& um microscopista inexperiente
detecta apenas 50-100 parasitas/ul, o que provavelmente provoca uma subestimacdo da
parasitemia podendo levar a subdoses de tratamento(TANGPUKDEE et al., 2009).

Técnicas alternativas como a QBC sdo utilizadas para melhorar a deteccdo de
parasitas, principalmente em estudos epidemioldgicos e em populagfes assintomaticas em areas
endémicas. Esta técnica simplifica o diagnostico corando o do &cido desoxirribonucleico
(DNA) do parasito com corantes fluorescentes para a sua posterior deteccdo em microscopio
epifluorescente. Apesar de ser uma técnica rapida e sensivel para o P. falciparum esta técnica
tem a sensibilidade reduzida para as outras espécies de Plasmodium, além das desvantagens de
ser cara em relacdo a microscopia tradicional e ndo indicada para quantificacdo dos
parasitas(TANGPUKDEE et al., 2009).

O teste de diagndstico rapido(RDT) para malaria surgiu principalmente para suprir as
deficiéncias das teécnicas de microscopia, sendo uma técnica facil de realizar aumentando o
acesso ao diagnostico sem requerer energia elétrica e um microscopista treinado. Hoje existem
mais de 80 RDT’s para maldria e sdo disponibilizados gratuitamente em 88 paises. A técnica
baseia-se na deteccdo do antigeno da malaria no sangue por imunocromatografia contendo

anticorpos antimalaricos especificos. Os RDT’s para malaria em sua grande maioria contém o0s
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“anticorpos panmalaricos” sdao anticorpos de detec¢do qualitativa da malaria com as aldolase
ou lactato desidrogenase (LDH) comuns para todas as espécies de Plasmodium. Ha também
testes rapidos especificos para a detecgédo do P. falciparumcontendo anticorpos com a proteina
histidinérgica 2 (HRP-2). Os desempenhos relatados pelos RDT’s para detec¢do de malaria sdo
excelentes, principalmente por estender o diagnéstico em areas remotas, no entanto, em areas
endémicas j& foram relatados grandes variagcOes de sensibilidade por apresentar limitagcGes em
detectar infecgbes com baixo nivel de parasitemia, ou os estagios hepatico de P. vivax e P. ovale
levando a OMS recomendar a utilizagdo em conjunto com outros métodos como a microscopia
para certificar os resultados (WHO,2015) (TANGPUKDEE et al., 2009; SINGH,;
DANESHVAR, 2013; HEMINGWAY et al., 2016).

Os métodos de deteccBes moleculares sdo mais sensiveis e especificos que a
microscopia ou RDT’s para malaria, sem variacdo subjetiva, sendo capaz de detectar a
parasitemia de baixa densidade. As principais técnicas utilizadas sdo: técnicas de PCR, de
amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP), microarranjo, espectrometria de massa
(MS) e citometria de fluxo (FCM). As técnicas de diagnostico molecular ndo séo praticas e
apropriadas para o diagnéstico clinico de rotina, principalmente pelo alto custo
agregado(TANGPUKDEE et al., 2009; HEMINGWAY et al., 2016).

1.6 DROGAS ANTIMALARICAS

O desenvolvimento de novas drogas é um procedimento longo e caro, raramente se
investe em drogas para o tratamento de doencas tropicais, desse modo, entre 1975-1999 apenas
4 antimalaricos foram registrados no mundo. A soma dos gastos com medicamentos, vacinas e
pesquisas basicasé de somente US $ 550 milhGes por ano aproximadamente. Nesse contexto, é
importante o conhecimento da medicina tradicional a fim de buscar novas moléculas bioativas
para a producao semissintética ou sintética de novas drogas (CUlet al., 2015; HEMINGWAY
etal., 2016; MELO et al., 2017).

Os farmacos antimalaricos devem atuar em todas as fases do ciclo de vida do parasito,
no entanto, em sua maioria atua sobre o ciclo eritrocitico, ou seja, na fase esquizogbnica em
que apresenta maior susceptibilidade as drogas, sobretudo, aos derivados da artemisinina.
Podem ser classificados pelos seus grupos quimicos em: arylaminoalcoois, as 4-
aminoquinolinas, 8-aminoquinolinas, peroxidos de lactona sesquiterpénica, naftoquinonas e
antibidticos. (OLIVEIRA et al., 2014; CUI et al., 2015; SHI et al., 2015). Ou pelos seus
mecanismo de a¢do, em dois grandes grupos: Alcaldides derivados da cinchona que interferem

no metabolismo da glicose e na habilidade do parasitona degradacdo da hemoglobina, impedido
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a obtencdo de energia ou provocando a sua intoxica¢do com altos niveis de ferriprotoporfirina-
IX. E o segundo grupo que abrange as perimidinas e biguanidas que interferem na sintese do
DNA e de aminoacidos atraves da interferéncia da sintese do acido tetra-hidrofolico (FRANCA
et al. 2008).

A quinina faz parte da familia das quinolinas é amedicamentomais antigoutilizadono
tratamento da malaria, atua como esquizonticida eritrocitico rapido impedindo a formacgéo dos
gamétocitos nas especies P vivax, P. ovale e P. malariae. E usada com frequéncia apenas em
casos de maléria grave por causa de sua baixa tolerabilidade e efeitos adversos que
impossibilitam a adesao ao tratamento nos casos de malaria ndo complicada. (CUIl et al., 2015).

As 4-aminoquinolinas, como a cloroquina, foram utilizadas como droga padréo no
tratamento da malaria por muitos anos. No entanto, ndo sdo recomendadas para o tratamento de
malaria aguda e/ou em infeccdes por P. falciparum devido a presenca de parasitas resistentes a
esses farmacos. Ademais as 8-aminoquinolinas, como a primaquina, possuem atividades contra
0 estagio eritrocitario, sao utilizadas com finalidade de eliminar o parasito no estagio hepatico,
além disso, agem sobre formas como hipnozoitas e gametdcitos sendo o mais indicado para
tratamento de infeccdes pelo P. vivaxse descartado o risco de anemia hemolitica aguda em
pacientes com deficiéncia de GGPD(CUI et al., 2015; HEMINGWAY et al., 2016).

Em &reas que apresentam prevaléncia de infecgdes por P. vivax € recomendado pela
OMS a utilizacdo de cloroquina e primaquina, como farmacos de primeira linha. Entretanto,
devido ao aumento na resisténcia a esses farmacos no mundo, como ocorrido na Indonésia, tem-
se utilizado a artemisinina em combinacdo com mefloquina, piperaquina, amodiaquina ou
lumefantrina formando a Artemisinin Combined Therapy (ACT). (OLIVEIRA et al., 2014;
CUIet al., 2015).

A combinacdo Sulfadoxina e a pirimetamina sdo utilizadas em varios paises no
tratamento da maldria, os inibidores da via dos folatos agem sobre enzimas essenciais ao
metabolismo do parasito, como a dihidropteroato sintase (DHPS) e dihidrofolato redutase
(DHFR), embora a eficacia seja limitada, em fung&do do rapido desenvolvimento de resisténcia
(OLIVEIRA et al., 2014; CUI et al., 2015).

A resisténcia do plasmaédio ocorre, sobretudo, em virtude do polimorfismo genético
oriundo da selecdo pelo uso de antimalaricos. Desse modo ocorrem mudangas na estrutura de
enzimas mediadas por genes, como na DHPS e DHFR, com consequente perda de afinidade
pelo farmaco. Ocorre também o polimorfismo em transportadores da membrana plasmatica que
realizam o refluxo do farmaco e, consequentemente, a reducdo da concentracao intracelular da
droga (BIOT et al., 2012; CUlet al., 2015).
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Além de tudo, em cinco paises do Sudeste Asiatico j& detectaram parasitas resistentes
a cloroquina, quinina, mefloquina, artemisinina e as ACTs. Dentre os fatores relacionados estdo
a expressdo de genes que induzem a sintese de proteinas com propriedades pro-oxidantes
antagonizando os efeitos dos farmacos antimaléricos. Portanto, a expansdo de plasmaédios
resistente a artemisinina pode ser catastrofica na medida em que ocorre a propagacdo da
resisténcia para areas como a Africa Subsaariana ou no subcontinente indiano, onde as taxas de
transmissdo, morbidade e mortalidade sdo elevadas (FAIRHURST; DONDORP, 2016;
HEMINGWAY et al., 2016).A resisténcia do Plasmodium aos medicamentos ndo é o Unico
fator que preocupa em relacdo a maléria, a plasticidade do mosquito que j& apresenta resisténcia
aos inseticidasé um agravo para a disseminacio da malaria. Na Africa ja foi identificado a
resisténcia do mosquito a dois ou mais inseticidas(HEMINGWAYet al., 2016).

1.6.1 Derivados da artemisinina

Atualmente a OMS recomenda a combinagdo de farmacos derivados da artemisinina
junto a um antimalarico de meia-vida longa com diferente mecanismo de acdo. Desse modo,
em casos de malaria ndo complicada, adultos e criangas, com exce¢do de gravidas no primeiro
trimestre de gestagdo, utilizam como primeira escolha a combinagdo de artemeter e
lumefantrina, e também outras como artesunato e amodiaquina ou mefloguina (WHO,2015).

As lactonas sesquisterpénicas endoperdxidos tém atraido interesse nas Gltimas décadas
devido ao seu potencial como antimaldrico. Nesse contexto o artesunato, um derivado da
artemisinina, vem sendo usado como droga de primeira escolha no tratamento da malaria grave,
indicadospara criancas, gravidas e lactantes por via intravenosa ou intramuscular por no minimo
24h. Entretanto, casos em que o artesunato nao estiver disponivel por via parenteral utiliza-se,
preferencialmente, o artemeter (WHO,2015).

Durante a fase eritrocitica a hemoglobina no interior das hemacias é degradada por
uma série de enzimas proteases. Esse catabolismo leva a liberacdo de peptideos e aminoéacidos
para 0 metabolismo do parasito. Contudo, durante o processo ocorre a formacéo da hematina
potencialmente toxica ao parasito, em funcdo disso, o parasito dispde de
mecanismosenzimaticos que promovem a conversdo da hematina em dimeros insolUveis e
atdxicos de hemozoina(O’NEILL et al., 2010).

O catabolismo de componentes celulares pelo parasito leva hemécias infectadas a
apresentarem alto nivel de estresse oxidativo, visto que, ocorre 0 aumento de radicais livres

intracelulares e peroxidacdo lipidica. Dessa maneira, hemacias infectadas pelo parasito



27

apresentam suscetibilidade a artemisinina e derivados, uma vez que, sdo bioativados na
presenca de compostos redutores, que podem doar elétrons, como o ferro (SHlet al., 2015).

Portanto, a artemisinina e seus derivados apresentam seletividade para a fase
eritrocitica, ou seja, a fase esporogdnica. Esses farmacos possuem em sua estrutura uma lactona
endoperdxica que ao ser reduzida pelo ferro (Fe?*) livre ouligado & hematina leva a abertura do
anel e, por conseguinte, a formacédo de radical oxigénio eem seguidarearranjo a radicais livres
de carbono. Esses radicais sdo metabdlitos nucleofilicos que promovem a alquilacdo de
macromoléculas contendo grupos ou centros eletrofilicos, tal como sulfidrilas, carbonilas e
carboxilas, que levam a morte do parasito(O’NEILL et al., 2010; SHI et al., 2015).

1.6.2 Quinolinas

A quinina é uma amino alcaloideencontrada na casca da arvore de Chichona, sendo
uma importante droga antimalarica mesmo 400 anos depois de documentada sua eficacia. Até
0 ano de 1920 foi a principal droga utilizada no tratamento da maléaria, quando substituida por
drogas semissintéticas mais efetivas como a cloroquina que foi amplamente usada nos anos 40.
Apresenta répida acdo esquizonte contra o plasmoadio no ciclo eritrocitico, aléem de possuir
atividade contra gametocitos de e P. malariae, no entanto, ndo afeta P. falciparum(ACHAN et
al., 2011).

Estudos demonstram que derivadosquinolinicos contendo o farmacoforo 4-
aminoquinolinas, como cloroquina e amodiaquina, e 8-aminoquinolinas, como primaquina,
formam complexos com a hematina, portanto, tém como alvo o catabolismo da hemoglobina
pelo parasito. Desse modo, esses farmacos impedem adesintoxicacdo da hematina de diversas
formas, como pela interacdo com a superficie dos cristais de hemozoina impedindo o
crescimento do mesmo epela complexacdo como o grupo heme inibindo a formacdo dos
dimeros e,como resultado, alongacdo da hemozoina. Nesse sentido, ao inibir a formacdo da
hemozoina ocorre o acumulo de hematina a niveis toxicos e, consequentemente, leva a morte
do parasito(BIOT et al., 2012).

1.6.3 Antifolatos

As drogas que agem sobre a via de sintese do acido félico sdo usadas como agente

terapéutico no tratamento de grande variedade de patdgenos. O folato € importante para o
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crescimento e desenvolvimento celular, visto que sdo essenciais para a divisao celular e sintese
de proteinas(HEINBERG; KIRKMAN, 2015).

Além disso, sdo necessarios para a replicacdo do DNA do parasito, ja que é matéria
prima para producdo das bases puricas guanina e adenina. A DHPS é a terceira enzima na via
dos folatos, sendo a responsavel por combinar a pteridina com o &cido para-amino benzoico
(PABA) e forma dihidopteroato. Dessa forma, analogos estruturais do PABA, como a
sulfadoxina, inibem a DHPS reduzindo os niveis de acido félico e, consequentemente, a
velocidade de crescimento do parasito. Entretanto, o plasmédio pode sobreviver pela captacdo
do folato exdgeno, desse modo séo utilizados fArmacos que inibem a Ultima enzima dessa via,
a DHFR(HEINBERG; KIRKMAN, 2015).

Como antimalaricos os antifolatos sdo bem tolerados, além do mais apresentam efeito
sinérgico com outros antifolatos que agem por vias diferentes. Em razao disso, séo comumente
usados inibidores da DHFR como pirimetamina, cloroguanida e dapsona, em combinagdo com
inibidores da DHPS, como sulfadoxina. Contudo, os antifolatos induzem rapida resisténcia que
persiste mesmo com a suspenc¢ao do farmaco em razéo de mutacdes nas enzimas DHRF e DHPS
com consequente reducdo da atividade antimalarica(BIOT et al., 2012).

A medicina popular possui uma contribui¢do indiscutivel frente ao tratamento da
malaria como por exemplo, a quilolinas e as artemisininas que foram descobertas de produtos
antimalaricos naturais (Rosenthal, 2003). Do extrato da casca da Cinchona, utilizada desde o
século XVII, foi isolado o alcaloide quinina, que apesar da alta toxicidade é utilizado até hoje
para o tratamento da doenca. A artemisinina é derivada de pequenas modifica¢bes quimicas do
produto natural isolada da espécie Artemisia annua,ela foi pesquisada a partir do uso milenar
na China (CAMARGO, 1995; ROSENTHAL, 2003).

1.7 PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais e seus produtos derivados sdoutilizados com a finalidade de
tratamento, cura e prevencdo de doencas pela medicina popular. O conhecimento da eficécia
das plantas medicinais possuidiversas influéncias culturais sendo uma préatica remota com
indicios da utilizacdo datados de 500 a. C em textos chineses(FIRMOet al., 2012).

A OMSestipula que 80% da populagdo mundial utilizam plantas medicinais como
recurso terapéutico, no entanto a grande maioria dessas plantas é utilizada sem nenhum

conhecimento cientifico comprovado, sendo necessaria a realizagdo de estudosque comprovem
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a eficécia terapéutica, a toxicidade, contraindicacOes e interagfes desses produtos naturais.
(FIRMO et al., 2012; MELOet al., 2017).

No Brasil, hd um incentivo a utilizacdo de plantas medicinais, atualmente existem 71
plantas na lista de interesse do SUS que apresentam potencial para gerar produtos que possam
atender as doencas comuns do territério nacional. Divulgado pelo Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude a lista tem como objetivo orientar a
producdo de fitoterapicos com baixo custo econdmico que possam ser distribuido no
SUS(BRASIL, 2009).

Nasabordagens etnoboténicas, o conhecimento tradicional direciona pesquisas e valida
informacbes populares de interesse da indlstria farmacéutica para descoberta e
desenvolvimento de novas drogas, abreviando o tempo de estudo e reduzindo os gastos da
pesquisa(DE ALMEIDA, 2003; FIRMOet al., 2012).

Dentre as doencas tratadas por plantas medicinais estdo as parasitarias. Meloet
al.,,(2017)identificou 67 espécies de plantas usadas para o tratamento de parasitose, distribuido
em 43 familias, sendo Leguminosae, Meliaceae, Solanacea, Compositae e Euphorbiaceaeas
mais citadas no estudo. A malaria foi a doenca parasitaria com maior nimero de indicacdes de
plantas medicinais para o tratamento.

A medicina tradicional constitui uma importante ferramenta na busca de novas
moléculas bioativas para a producdo de farmacos, semissintéticos ou sintéticos com maior
eficacia e menos toxicos ao organismo humano. Essas buscas tém se concentrado nos produtos
naturais e a floresta Amazonica tem se destacado por apresentar a maior biodiversidade do
planeta (ROSENTHAL, 2003; MELO et al., 2017).

Nesse contexto, a flora brasileira, especialmente a diversidade de espécies de plantas
na Amazobnia,é uma grande fonte inexplorada com potencial para a investigacdo de novos
produtos antimalaricos naturais.Uma das plantas utilizadascom a finalidade medicinal € a
Cyperus articulatusL.objeto de estudo desta pesquisa (ROSENTHAL, 2003; MELOet al.,
2017).

Dentre as espécies utilizadas com finalidade terapéutica na Amazonia, destaca-se C.
articulatus L. pertencente a familia Cyperaceae, no Brasil € popularmente conhecida como
priprioca e € utilizada tradicionalmente como sedativa, anticonvulsivante, anti-inflamatdria,

analgésica e tambeém no tratamento da malaria (ZOGHBI et al., 2008).

Figura4- Plantacéo de priprioca (Cyperus articulatus) na fazenda experimental da UFOPA.
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Fonte: Préprio autor.

1.7.1 Cyperus articulatus

A familia Cyperacea Juss. € composta por 5.000 espécies agrupadas em quatro
subfamilia, 14 tribos e distribuida em 104 géneros apresentando distribuicdo cosmopolita e
ocorrendo em locais Umidos, sendo a terceira maior familia monocotiledénea atras apenas
daOrchidaceae e Poaceae(GOETGHEBEUR, 1998). No Brasil,Alves, (2009)catalogou 678
espécies distribuidas em 42 géneros, representando cerca de 15% do total de espécies e 40% do
total de géneros da familia de ocorréncia mundial .

C. articulatus L., pertence a familia Cyperaceae,é uma espécie herbaceaquanto a
morfologia, possui haste eretocilindricos e raizes verdes, finas e resistentes a rizomatosa (Sterly
e Bouquet, 1971; Davidse, 1994).Na regido do Gabao, Congo e Benin suas raizes sdo utilizadas
com finalidade terapéutica para doencas como maldria, infeccOes respiratorias, enxaquecas e
epilepsia(STERLY; BOUQUET, 1971).

Figura5- Rizoma e tubérculo de Cyperus articulatus
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Fonte: Proprio autor.

Zoghbi, et al., (2008) destaca o crescente interesse para estudos com C. articulatus nos
Gltimos anos por causa do aroma agradavel do 6leo volatil obtido a partir do rizoma da planta,
representando uma fonte de matéria prima da amazonia para industria de pefumes(ZOGHBI,
M. et al., 2008)

Nyasseet al.,(1988)relatou os principais componentes quimicos do extrato de C.
articulatus como: monociclico sesquiterpénicadicetona, mandassidione, mustakona e
isopatchoul-4(5)en-3-ona.Rakotonirina, (2001) descreveu a presenca de flavonoides,
saponinas, agucares, triterpenos e poliuronides na composi¢do quimica do extrato aquoso.

Os principais componentes do 6leo de rizomas de C. articulatus cultivados do Para
foram a mustakona (14,5%), o 6xido de cariofileno (10,1%), o a-pineno (6,5%), o myrtenal +
myrtenol (5,8%) e ledol (4,6%) (Zoghbi et al., 2006).

1.7.2 Propriedades medicinais de C. articulatus

As propriedades medicinais sobre as espécies de C. articulatus sdo inimeras, a tabela
1 mostra alguns autores que identificaram as suas propriedades medicinais.

Tabelal- Relacdo das propriedades medicinais deC. articulatus

PROPRIEDADE
MEDICINAL

AUTORES

(Rakotonirina et al., 2001) Propriedades sedativas




32

(Bum et al., 2001; Bum et al., 2003) Atividade anticonvulsivante
(Duarte et al., 2005) Atividade antifingica

(Bum et al., 1996) Feito antiepilépticos
(Rukunga et al., 2008) Atividade antiplasmadica
(Metuge et al., 2014) Atividade anticercaria

(Mongelli et al., 1994; Oladosu et al., 2011; Azzaz et al., Atividade antibacteriana
2014)
(Azzaz et al., 2014) Atividade antioxidante

Fonte: Proprio autor.

A propriedade téxica do extrato de C. articulatus foi avaliada por Desmarchelieret
al.,(1996) e a hepatoprotecdo frente alesdes induzidas por paracetamol em ratos por Datta et
al.,(2013). Oladosu et al.,(2011) avaliou a propriedade medicinal do 6leo essencial de duas
variedades de C. articulatus L. mediante algumas linhagens de bactérias clinicas, sendo ativo
para Bacillus megaterium, Strepococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis e Bacillus

cerus.Duarte et al.,(2005) relatou a atividade antifungica sobre Candida albicans.

Mongelli et al.,(1994) destacou a atividade antimicrobiana do extrato C.
articulatusobtido através de decoccdo, onde o mesmo inibiu parcialmente o crescimento de
Pseudomonasaeroginosa e completamente o crescimento de S. aureuspelo método de "stroke"
em placas de agar.Rakotonirina et al.,(2001)relatou sua possivel propriedade sedativa. Rukunga
et al.,(2008)demostrou as propriedades antiparasitarias in vitro para P. falciparum de dois
sesquiterpenos, corimbolona e mustacona, isolados a partir do extrato cloroférmio dos rizomas

de C. articulatus.
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2 JUSTIFICATIVA

A maléaria éuma doenca tropical negligenciada e representa umproblema de saude
mundial, sendo endémica em mais de 90 paises.Apesar de estar em declinio no cenario mundial,
desperta grandes preocupacdes quanto ao aumento dos numeros notificados no Brasil. A regido
Amazonica apresenta condi¢Bes favoraveis para o desenvolvimento do vetor, concentrando,
dessa forma, os numeros de casos diagnosticados do pais. O Para é o segundo Estado dessa
regido com maior nimero de infeccBes por maldria. Sem uma vacina, as estratégias para o
controle utilizada é a protecdo individual contra a picada dos vetores e o tratamento
quimioterapico. Os medicamentos antimaléricos existentessdo limitados evém tornando-se
ineficientesfrente aexpansdo de plasmaodios resistentes,representando uma ameaga no controle
da doenca, além da elevada toxicidade ao organismo. Na regido Amazodnica o tratamento
quimioterapico para a malaria é de dificil acesso, este cenario justifica as razfes pelas quais,
autilizacdo de plantas medicinais apresenta-se como alternativa vidvel e esta presente no
cotidiano da populacgdo. As abordagens etnobotanicas do conhecimento tradicional direcionam
as pesquisas para o desenvolvimento de novas moléculas bioativas que podem levar a producéo
de farmacos semissintéticos ou sintéticoscom maior eficacia e sem grandes prejuizos ao
organismo humano.Nesse contexto, a flora brasileira, especialmente a diversidade de espécies
de plantas na Amazonia, é uma grande fonte inexplorada com potencial para a investigacao.
Uma das plantas utilizadas com a finalidade medicinal é a Cyperus articulatus L.objeto de
estudo desta pesquisa quevem corroborar com outros estudos na pesquisa de novas moléculas

bioativas com atividade antimaléarica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiplasmddica eantimalarica do 6leo essencial deC. articulatus L.

em modelos experimentais in vitro e in vivo.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar quimicamenteo 6leo essencial de C. articulatus L;

-Avaliar a toxicidade aguda in vivoe a citotoxicidade em cultura celular Wi26VA-4 do 6leo
essencial de C. articulatus L.;

- Avaliar a atividade antiplasmadicain vitro do 6leo essencial de C. articulatus L.;

- Verificar a atividade antimalarica do 6leo essencial de C. articulatus L.pelo seu efeito na

reducdo da parasitemia, em camundongos com malaria;

- Analisar a curva de sobrevivéncia dos animais infectados pelo P. berghei e tratados comdleo

essencial de C. articulatus L.;

- Avaliar os parametros hematoldgicos dos animais infectados pelo P. berghei nos animais ndo

tratados e tratados com o 6leo essencial de C. articulatus L.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os rizomas da espécie C. articulatusL.foram coletados na regido do Tabocal no
municipio de Santarém, Para, Brasil(-54°43'00,10"W e -02°37'41,10"S) na rodovia BR-163,
Km 23. A espécie foi identificada pelo boténico Dr. Antbnio Elielson Sousa da Rochae
umaexsicata foi depositado sob o registro de nimero MG-207174 no Paraense Emilio Goeldi
(MPEG).

4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DE C. articulatus

Foram coletados 5 kg de rizomas de C. articulatus. Apds a coleta os rizomas foram
submetidos a lavagem em agua corrente, secos por um periodo de 3 dias consecutivos e moidos
em moinho de facas em ambiente aberto. Apds o periodo de secagem o material triturado foi
submetido a hidrodestilagéo por arraste a vapor, em uma dorna de 150 L, com uma duracao de
4 h.O rendimento de OECA foi medido em g/g de peso fresco, calculado por regra de trés

simples.

4.3 ANALISE CROMATOGRAFICA DO OECA

A anélise da composicdo quimica do 6leo essencial de Cyperus articulatus (OECA)foi
realizada em um cromatografia a gas Agilent, modelo HP-6890 equipado com um detector
seletivo de massas Agilent, modelo HP-5975 utilizando uma coluna capilar HP-5MS (30m X
0,25mm x 0,25um) nas seguintes condic¢des: temperatura do injetor = 250°C, coluna = 80°C,
taxa de aquecimento de 5°C/min até 280°C (20 min) e detector = 300°C. Foi utilizado hélio
como gas de arraste numa vazao de ImL/min e detector seletivo de massas operando a 70 eV,
m/z =30 a 500 u.m.a. O OECA foi solubilizado em acetato de etila na concentracdo de 20
mg/ml e a identificacdo dos compostos do 6leofoi realizada através da comparagdo com a

biblioteca eletronica do equipamento (NIST-11).

4.4 CULTIVO DE CELULAS WI 26VA-4

A linhagem celular W1 26VVA-4, fibroblasto de pulmé&o humano (ATCC#: CCL-75) foi

cultivada a partir de ampola criopreservada de um cultivo originalmente cedido pela Dra.



36

Luciana Maria Silva, da Fundacgdo Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Minas Gerais. As células
foram descongeladas a 37°C e seu contetdo transferido para um tubo de 50ml com 20ml de
meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) incompleto. As células foram centrifugadas a 320g
por 5min, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em meio RPMI
suplementado com 5% de soro fetal bovino e 40mg/L de gentamicina (Sigma, Sdo Paulo,
Brasil). As células foram transferidas para garrafas de cultura de 200mL e acondicionadas em
estufa a 5% de CO.a 37°C. O meio foi substituido a cada 2 dias, ap6s confluéncia de 80% a

cultura foi utilizada nos ensaios de citotoxicidade.

45 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

As células em cultivo foram tripsinizadas com 1mL de tripsina (Sigma, Sdo Paulo,
Brasil), incubadas a 37°C por 5min, ressuspendidas em 10mL de meio completo e centrifugadas
a 320g por 5min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com meio
completo. As células foram distribuidas em microplacas de 96 pocos (4x105 células/100uL por
po¢o) e incubadas em estufa a 5% de CO, a 37°C por 24h para a adesao das células a placa. Em
seguida foram adicionados 100ul de meio completo contendo diferentes concentragdes dos
compostos testados em triplicata. As placas foram incubadas por mais 24h. Ao final deste
periodo, foram adicionados 20ul/pogo de uma solu¢do brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) (Sigma, Sao Paulo, Brasil),um sal tetrazélico, na concentragdo de 5mg/mi
em RPMI sem fenol. Ap6s 3h de incubagdo com o MTT, o sobrenadante foi retirado e o corante
formado diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) no volume de 50ul/pogo. As microplacas foram
lidas em espectrofotdmetro com filtro de 570nm. A dose letal minima que inibe em 50% o
crescimento das células (ICso) na presenca dos compostos testes e do antimalarico controle
cloroquina foi determinada em comparagdo com células cultivadas sem a presenca de
compostos (considerada 100% de crescimento) (MOREIRA et al., 2015) .

46 CULTIVO IN VITRO DAS FASES INTRARITROCITARIAS DE PLASMODIUM
FALCIPARUM

Os parasitos da cepa W2 (cloroquina-resistente) e 3D7 (cloroquina-sensivel) foram
cultivados em hemacias humanas in vitro sob condicGes estabelecidas por (Trager e Jensen,
1976), com pequenas modificacdes (Carvalho et al., 1990; Andrade-Neto et al., 2004). Os
parasitos foram cultivados em placas de Petri com hematdcrito a 5% usando meio de cultivo
completo, isto é: RPMI 1640 suplementado com 25mM de Hepes, 21mM de bicarbonato de
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sodio, 300uM de hipoxantina, 1 1mM de glicose, 40pug/ml de gentamicina e 10% (v/v) de plasma
humano inativado; todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil).
As placas foram mantidas a 37°C em dessecadores nos quais a concentracdo adequada de Ozfoi
obtida pela combustdo de uma vela, sendo realizadas trocas diarias de meio. A parasitemia foi
monitorada diariamente em esfregagos sanguineos, corados com Giemsa e lido pormicroscopia
Optica (1000x).

4.7 SINCRONIZAGCAO DO CULTIVO DE PLASMODIUM FALCIPARUM

Os parasitos de cultivo foram sincronizados pelo método do sorbitol (Lambros e
Vanderberg, 1979). Os cultivos com predominio de formas jovens (anéis), obtidas logo apds a

sincronizacgdo, foram utilizadas nos ensaios quimioterapicos.

4.8 TESTES ESQUIZONTICIDAS IN VITRO COM PLASMODIUM FALCIPARUM

Para a avaliacdo do 0leo essencial de C. articulatus, culturas sincronizadas com 2% de
parasitemia no estagio de anel e 2% de hematdcrito foram distribuidas em microplacas de 96
pocos. Apos aproximadamente uma hora de incubagdo nas condigdes descritas no item 4.4,
tempo necessario para a sedimentacdo das hemacias, acrescentou-sea cada pogo 25ul de meio
RPMI, contendo diferentes concentracGes da amostra de OECA em paralelo com antimal&ricos
de referéncia como a cloroquina em triplicatas. Apds 24 e 48h de incubacgédo dos parasitosda
cepa W2 e 3D7 a 37°C em dessecador, 0 meio de cultura com ou sem adi¢do dos compostos foi
trocado em cada pogo. Esfregacos sanguineos de todas as amostras foram confeccionados apds
72h, corados com Giemsa e examinados ao microscopio Optico para a determinacdo da
parasitemia. A média da parasitemia calculada nos po¢os sem adi¢ao de compostos (6 pogos),
considerada como 100% de crescimento do parasito, foi comparada com as parasitemias nos
poc¢os que receberam os antimaléricos de referéncia e os compostos teste. A atividade dos
compostos e do controle foi expressa como 1Cso (concentragéo que inibe 50% do crescimento
do parasito)(CARVALHO et al., 1990). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas
e a leitura através de lIaminas codificadas.

Os dados obtidos foram classificados em: baixa atividade (IC50>100), atividade
moderada (1C50<100>10 ) ¢ elevada atividade (IC50<10)(OLIVEIRA et al., 2014).
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O indice de Seletividade (IS), que corresponde a razdo da atividade citotoxica em
relacdo a atividade antimalarica, foi calculado segundo a férmula abaixo:
IS = ICs0 WI 26VA-4 | IC5oP. falciparum

4.9 ANIMAIS

O experimento foi realizado com fémeas de camundongos BALB/c saudaveis, com
idade entre 30 a 60 dias e com variacdo méxima de 15% (22,12+ 3.32 g), provenientes do
Biotério da Universidade Federal do Oeste do Para — Campus Oriximind, desde o nascimento.
Os animais foram mantidos no alojamento de animais do laboratério de farmacologia do
ISCO/UFOPA a uma temperatura controlada de 22+2°C, sobre um ciclo claro-escuro de 12
horas, com racdo balanceada (Labina®) e agua ad libitum. O manejo e os cuidados com 0s
animais seguiram 0s principios éticos da experimentacdo animal segundo critérios
estabelecidos pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Oeste
do Para. O protocolo experimental foisubmetido a esse Comité e aprovado sob protocolo
02001/2015.

4.10 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

A toxidade oral aguda foi determinada utilizando o Guia OECD-423/2001
“Toxicidade Aguda de Classes”(GUIDELINE, 2001), no qualsdo utilizadas doses de 5, 50, 300
e 2000 mg/kg, e o numero de 3 animais em cada grupo. A dose inicial selecionada foi de
5mg/kg, as proximas doses testadas foram selecionadas dependendo da mortalidade observada
nas primeiras 24 h de exposicdo. Cada dose foi testada duas vezes e, finalmente, foi estimada a
categoria toxicoldgica, segundo as especificacdes do Guia. O OECAfoi solubilizado em Tween
80 a 4%, os animais do grupo Controle receberam somente solucédo salina com Tween 80 a 4%,
as doses foram administradas por via oral. Os animais foram avaliados quanto a sua atividade
geral, frémito vocal, irritabilidade, reflexo, contorgéo, ataxia, tremores, convulsdes, hipnose,
anestesia, lacrimacdo, ptose, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte
depois de 30 min, 1h, 2h, 3h e 4h ap6s a administracdo do 6leo essencial de C. articulatus, a
partir de entdo, diariamente até o 14? dia. Todos os animais foram pesados antes da
administracdo, no 7° e 14° dia.
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4.11 INDUCAO DO MODELO EXPERIMENTAL

O ensaio foi realizado através do teste adaptado descrito por Peters(1985), onde o
modelo de maldria foi induzido a partir da inoculacdo via intraperitoneal de aproximadamente
106 eritrdcitos parasitados com cepa Plasmodiumberghei (PbA) ANKA em camundongos
fémeas da linhagem BALB/c.

4.12 DESENHO EXPERIMENTAL DETERMINACAO DA DENSIDADE PARASITARIA

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais de 8 animais. Grupo 1: Grupo
Controle, os animais ndo foram infectados, mas receberam estimulo de tratamento com veiculo,
o PBS (Solucdo tampdo Fosfato Salino). Este grupo serviu como pardmetro normal de
referéncia para as analises hematologicas e bioquimicas realizadas. No segundo grupo, o Grupo
2, 0s animais foram infectados com o P. berghei. Estes animais receberam somente o estimulo
de tratamento com veiculo PBS. Este grupo serviu para analise das alteragdes que a maléria
pode provocar em animais infectados sem tratamento. No Grupo 3, o Grupo Artemisinina, 0s
animais foram infectados com o P. berghei e receberam o tratamento com a Artemisinina 100
mg/kg/dia por via oral (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA). A Artemisinina é uma das drogas
utilizadas no tratamento da malaria em humanos e este grupo serviu de comparativo com 0s
grupos de tratamento com o OECA. NoGrupo 4, Grupo 5 e Grupo 6, os animais foram
infectados com o P. berghei e foram tratados com as respectivas doses do OECA: 200, 100 e
10 mg/Kg/dia respectivamente, diluido em Tween 80 a 4% veiculado em PBS e administrado
por via oral. As doses selecionadas corresponderam a 1/200, 1/20 e 1/10 da dose mé&xima testada
no teste de toxicidade aguda.

Todos os tratamentos foram iniciados no 4° dia ap0ds a inoculacdo do plasmaédio, neste dia
foi realizada a primeira verificagcdo da densidade parasitaria para confirmacéo da infeccéo. Para
a coleta de material biol6gico ao final do tratamento, os animais mantiveram a dieta rotineira,

ndo fazendo o jejum habitual, pela fragilidade do estado malarico.

4.13 DETERMINACAO DA DENSIDADE PARASITARIA

A parasitemia foi verificada no 4°, 7° e 11° dias pés-inoculagéo, através do esfregaco
sanguineo e a leitura de 3000 eritrocitos em microscopio 6tico (1000x) apds a coloracdo de
Giemsa. As porcentagens de parasitemia (2) e de supressao (3) foram determinadas utilizando

modelo modificado proposto por Girma (2015):
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%Parasitemia = numero de eritrocitos infectados x 100

numero total de eritrocitos

%Supressdo = parasitemia do grupo néo tratado — parasitemia grupo tratado x 100

parasitemiado grupo néo tratado

4.14 ANALISE DE SOBREVIVENCIA DOS ANIMAIS

Em cada grupo experimental foram escolhidos aleatoriamente trés animais para analise
de sobrevivéncia. Os animais foram mantidos a uma temperatura controlada de 22+2 ° C, sobre
um ciclo claro-escuro de 12 horas, com racdo balanceada (Labina®) e &gua ad libitum, até o

Obito naturalmente.

4.15 PROCEDIMENTOS DE COLETA SANGUINEA

Ao final do periodo de tratamento os todos os grupos de animais foram anestesiados
com uma associacdo de Xilazina e Ketamina. Apos o processo de anestesia, 0s animais foram
submetidos a uma puncéo cardiaca que permite a coleta obtencdo de no minimo de 1 ml de

sangue,necessarios para as analises bioquimicas.

4.16 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para andlise hematoldgica foi realizado um hemograma ao final do tratamento no qual
foram avaliados os seguintes parametros: Contagem total de eritrécitos (RBC); Quantificacdo
de hemoglobina (HGB); Determinacéo do hematécrito (HCT);NUmeros absolutos de leucécitos
(WBC); Linfocitos; Mondcitos; e Neutrofilos segmentados.

Para realizacdo do hemograma foi utilizado um Contador automético de células
sanguineas, Modelo KT 6200 Geniusrealizado no laboratério de Sanidade Animal na UFOPA.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente com o Software, Sdo Diego, CA Prism
5.0® expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.), quando duas médias pareadas
foram comparadas, oupela andlise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacdes seguida
do teste de Tukey. P < 0,05 foi utilizado como nivel de significancia.Os valores de 1Csoforam
calculados usando o programa OriginPro8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
USA).
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6 RESULTADOS

6.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OECA

O rendimento do OECA obtido ap6s o processo de extracdo por arraste a vapor foi 0,6%
(0/g).A caracterizacdo quimica por GC-MS levou a identificacdo de 37 compostos
terpénicos(Tabela 2), dos quais 9,96% sdo monoterpenos n&o-oxigenados, 5,03%
monoterpenos oxigenados, 23,3% sesquiterpenos nao-oxigenados e 41,5% sesquiterpenos
oxigenados. Os compostos majoritarios s&o mustacona (9,91%), ciclocolorenono(7,42%), a-
pineno (5,37%), a-copaeno (4,42%), a-selineno (4,38%) ecis-tujopseno (4,05%) (Tabela 2).
Um total de 20,56% dos componentes ndo pbdde ser identificado, pois ndo
encontramossemelhancana comparacdo dos dados espectrais e de pesos moleculares com as
referéncias da literatura e de bancos de dados existentes.

Tabela2- Identificagdo da composicdo quimica do OECA por GC-MS.

(rr:?n) IK* Substancias % rel.
5.77 933 a-pineno 5.37
6.29 953 tuja-2,4(10)-dieno 0.42
6.93 977 B-pineno 3.07
8.39 1024 p-cimeno 0.50
8.53 1028 limoneno 0.60
12.13 1126 a-camfolenal 0.31
12.68 1140 trans-pinocarveol 1.44
13.60 1162 pinocarvona 0.52
13.83 1168 p-menta-1.5-dien-8-ol 0.60
15.01 1197 mirtenal 2.16
22.54 1376 a-copaeno 4.42
23.48 1398 copereno 1.70
23.74 1405 cis-tujopsadieno 1.18
25.08 1438 a-guaieno 0.72
25.89 1458 rotundeno 0.88
26.45 1472 B-selineno 0.31
26.52 1474 isolongifolene. 4.5-dehydro 0.54

26.63 1477 a-amorfeno 1.04



27.04 1487 a-selineno 4.38
27.37 1495 eudesma-4(14).7(11)-dieno 0.96
27.81 1506 a-bulneseno 2.16
29.26 1543 a-calacoreno 1.16
30.50 1575 epoxido cedreno 2.53
30.73 1581 calameneno 1.32
30.82 1584 oxido de cariofileno 3.73
31.00 1588 spathulenol 2.82
31.19 1593 [-copaen-4-a-ol 1.37
31.79 1609 epoxido de humuleno 1.27
32.84 1638 eudesma-3,11-dien-5-ol 1.56
3351 1656 pogostol 2.54
34.44 1681 mustacona 9.91
34.56 1684 cyperol 2.55
34.96 1695 cyperotundona 2.79
35.51 1711 cis-tujopseno 4.05
35.81 1719 14-hidroxi-a-humuleno 0.55
36.98 1753 ciclocolorenona 7.42
37.63 1771 a-ciperona 0.59

Total identificado (%) 79.44

" Kovatz Index; trtempo de retencéo.
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Figura6- Constituintes majoritarios identificados e respectivas concentracfes encontradas no éleo essencial de

Cyperus articulatus.
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6.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA

No teste de toxidade oral aguda na primeira dose (5,0 mg/kg), nenhum dos trés animais
expostos do grupo apresentaram alguma das alteragdes ou mortalidade indicadas pelo protocolo
nas primeiras 4 h, assim como no periodo de 14 dias sucessivos repetiu-se o teste com 0 mesmo
numero de animais e concentragdo do OECA, confirmando o resultado anterior. Assim, as
demais concentragdes (50, 300 e 2000 mg/kg) do OECA foram administradas seguindo os
mesmos procedimentos experimentais, € ndo foram observadas nenhuma alteragao clinica e
nem mortalidade em todas as doses estipuladas pelo guia OECD 423 (OECD, 2001). No
acompanhamento da massa corporal quando aplicado o teste ANOVA nao foram observadas
diferencas significativas (Tabela 3), assim comonao foram registrados morbidade ou quaisquer

sinais visiveis de intoxica¢@o norteados pelo teste, ficando os animais ativos e saudaveis.

Tabela3- Evolugédo da toxicidade oral aguda do OECA: média do peso corporal de camundongos BALB/c.

Dosagem de OECA (mg/Kg)
Controle 5 50 300 2000
Dia 0 24,02+1,28  24,08+2,56  24,18+3,77  25,03+0,67 24,85+0,57
Dia 7 2528+2,51  26,02+0,59  26,08+1,27 27,20+1,64  26,89+1,03
Dia 14 25,99+296  26,36+1,75  28,19+0,89  28,71+1,60  29,40+1,31

Nota: média do peso corporal (gramas+desvio padrdo) € correspondente de n=6 para cada dosagem.

6.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO

O OECA(foi testado in vitro contra duas cepas de P. falciparum, além de uma linhagem
celular humana, a fim de se determinar sua atividade antimalérica e citotoxica (Tabela 4). No
ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT, o OECA apresentou 0 ICso> 100 pg/ml. Os
ICso das cepas do P. falciparum tratadas com o 6leo essencial foram 1,21 pg/ml para a cepa
W2, e 2,3 ug/ml para a cepa 3D7. A cloroquina apresentou ICso de 0,46 pg/ml e 0,21 pg/ml
para cepas W2 e 3D7 respectivamente. O indice de Seletividade do OECA foi superior a 80
para cepa W2 e superior a 40 para a cepa 3D7 (Tabela 4).

Tabela4-Atividade antiplasmddica in vitro, citotoxicidade e indice de seletividade (IS) do OECA.

Amostras ICso £ DP (pg/ml) IS
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P.f. W2 P.f. 3D7 Wi 26VA-4 1Cs0 Wi 26VA-4 / 1Cs0 Wi 26VA-4 /
ICs0 P.f. W2 ICs P.f. 3D7
OECA 1,21+0,05 2,310,09 >100 >80 >40
Cloroquina 0,4610,08 0,21+0,01 >100 >100 >200

* DP: Desvio-Padréo. **P.f.= Plasmodiumfalciparum

6.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VIVO

6.4.1 Analise Quantitativa da Evolucdo da Parasitemia

O OECA, nas diferentes doses testadas, reduziu significativamente a parasitemia
induzida pelo P. berghei (Figura 2). No 11° dia apds a inoculacdo, os valores da supressdo da
parasitemia para 0s grupos 4, 5 e 6 nas doses de 200, 100 e 10 mg/Kg/dia foram de 75,17%,
74,77% e 48,94%, respectivamente. O tratamento com a artemisinina 100 mg/kg (Grupo 3)
promoveu uma supressdo de 100% dos parasitas. A maior supressdo de parasitemia foi
observada na dose de 200 mg/kg/dia em camundongos BALB/c. Observou-se que opercentual
de supressao da parasitemia € diretamente proporcional ao aumento da concentracdo do OECA.

A andlise quantitativa do nimero de parasitas nas amostras sanguineas coletadas de

todos os grupos infectados esta representada do Figura 7.
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Figura 7 - Evolucéo da parasitemia dos camundongos BALB/c infectados com Plasmodium berghei.
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Cada ponto representa média = e.p.m. Legenda: Grupo 2 (maléria ndo tratada); Grupo 3 (artemisinina 100 mg
kg/Kg/ dia); Grupos 4, 5 e 6 (OECA 200, 100 e 10 mg/kg/ dia). * p<0,05 vs Grupo 2; *** p<0,001 vs Grupo 2;
(ANOVA, seguido de teste Tukey).

6.4.2 Avaliacdo dos Parametros Hematologicos

A analise hematoldgica da série vermelha esta descrita na Tabela 5. No décimo dia de
infeccdo, houve uma reducdo significativa(p <0,001) donumero total de heméacias no grupo
Grupo 2 (com a infeccdo do P. berghei sem tratamento) quando comparados ao Grupo 1 (sem
infeccdo).Ademais, oGrupo 3(recebeu tratamento com Artemisinina 100 mg) obteve aumento
significativodestas células com p <0,001quando comparados com o Grupo 2. Os grupos 4 e 5
(C. articulatus 200 e 100mg/kg/dia, respectivamente), apresentaram diferenca significativa
(**p <0,01) e 0 Grupo 6 (10mg/kg/dia) ndo apresentou diferenca significativa deste parametro
quando comparados com Grupo 2. Sendo que 0 himero de hemécias nos grupos 3, 4 e 5, sdo
semelhastes ao dos animais que ndo foram infectados (Grupo 1).

A concentracdo de hemoglobina visualizada na analise hematoldgica(Tabela 5) no
décimo dia de infeccdodemonstra que houve uma reducdo significativa deste parametro

(p<0,001) do Grupo 2 quando comparado ao grupo Grupo 1.Quando avaliamos os resultados
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do hematdcrito e comparamos doGrupo 2 com o Grupo 3 podemos perceber que o tratamento
leva a um aumento significativo(p <0,001) nos valores de hemoglobina destes animais. Os
grupos 4 e 5 (C. articulatus 200 e 100mg/kg/dia, respectivamente), apresentaram diferenca
significativa (**p <0,01) e o Grupo 6 (10mg/kg/dia) ndo apresentou diferenca significativa
deste parametro quando comparados com Grupo 2.

O nivel do hematdcrito (Tabela 5) demonstra que houve uma reducdo significativa
deste pardmetro (p<0,001) do Grupo 2 quando comparados ao grupo Grupo 1. Quando
avaliamos os resultados do hematdcrito e comparamos oGrupo 2 com o grupo Grupo 3 podemos
perceber que o tratamento leva a um aumento significativo(p <0,001) percentual de hematdcrito
destes animais. O Grupo 4 (C. articulatus 200mg/kg/dia)apresentou diferenca significativa (**p
<0,01), o Grupo 5 (100mg/kg/dia) apresentou diferenca significativa (*p <0,05), e o Grupo 6
(10mg/kg/dia) ndo apresentou diferenca significativa deste parametro quando comparados com
Grupo 2.

A quantificacdo de Plaqueta(Tabela 5) demonstra que houve uma reducéo significativa
deste pardmetro (p<0,001) do Grupo 2 quando comparados ao grupo Grupo 1. Ademais,ogrupo
3 e 4obtiveram o aumento significativocom p <0,001, o Grupo 5 com p <0,05em comparacao
com os grupos2. O Grupo 6 nédo apresentou diferenca significativa deste parametro quando

comparados com Grupo 2.

Tabela5- Analise hematoldgica de grupos experimentais tratados com OECA e artemisinina no 11° dia ap6s a
infeccdo por P. berghei de camundongos BALB/c.

NGmero de Hemoglobina Hematocrito  Plaquetas

eritrocitos10%ul  g/dL % 108/ul
Grupo 1 9,48+0,49 14,46+1,21 49,5+1,16 792+22,3
Grupo 2 3,28+0,61### 6,16+0,99###  20,92+3,53### 282+37,06###
Grupo 3 10,04+2,03*** 13,62+2,50*** 48,06+8,3***  822+35,49***
Grupo 4 8,04+3,413** 6,94+0,85** 43,03£13,5**  616+86***
Grupo 5 7,2312,60** 11,7442 59**  38,1+11,44* 439+51,99*
Grupo 6 3,6%0,35 14,77+0,49 25,34+3,07 354+77,08

* P.b: Plasmodium berghei. Média + SEM. Grupo 1 (controle), Grupo 2 (maléria ndo tratada); Grupo 3
(artemisinina 100 mg kg™dia); Grupos 4, 5 e 6 (OECA 200, 100 e 10 mg kgdia). ### Representa que houve uma
diferenca significativa (p <0,001) nos pardmetros hematoldgicos dos animais do grupo quando comparado ao
Grupo 1. * p <0,05 vs Grupo 2; ** p <0,01 vs Grupo 2; *** p <0,001 vs Grupo 2 (ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey).
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Como sumarizado na tabela 6, o nimero total de leucdcitos, linfocitos, mondcitos e
neutrofilos segmentados teve um aumento significativo (p <0,001) no Grupo 2 (com a infeccédo
do P. berghei sem tratamento) quando comparados ao Grupo 1 (sem infec¢do). Todos 0s grupos
tratados 3,4,5 e 6, apresentam reducgdo significativa (p< 0,001) nesses valores quando

comparados ao grupo 2.

Tabela6- Analise hematoldgica (Leucograma) de grupos experimentais tratados com OECA e artemisinina no
11° dia ap06s a infecgéo por P. berghei de camundongos BALB/c.

i L . Neutrofilos
Ndmero total de Linfécitos Mondcitos segmentados
leucocitos 10%/pl 105/ul 105/ul
108/l

Grupol 5,55+0,78 2,58+0,64 0,65+0,10 2,174+1,16
Grupo 2 121,6+8,43### 89,51+2,88###  5,82+0,72### 24,2716, 27##H#
Grupo 3  6,21+0,30*** 3,47£0,41***  0,65+0,09***  1,88+0,36***
Grupo4  8,08+3,413*** 5,59+0,88***  0,45+0,09***  1,84+0,57***
Grupo5  10,36+1,37*** 7,758+0,32***  0,76+0,02***  1,83+0,52***
Grupo 6 12,98+1,32*** 8,44+10,23 ***  (0,91+0,05***  2,72+0,86***

* P.b: Plasmodium berghei. Média + SEM. Grupo 1 (controle), Grupo 2 (maléria ndo tratada); Grupo 3
(artemisinina 100 mg kg-1 dia); Grupos 4, 5 e 6 (OECA 200, 100 e 100 mg kg-1dia). ### Representa que houve
uma diferenca significativa (p <0,001) nos parametros hematologicos dos animais quando comparado ao Grupol.
*p <0,05 vs Grupo 2; ** p <0,01 vs Grupo 2; *** p <0,001 vs Grupo 2 (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).

6.4.3 Avaliacdo do Tempo de Sobrevida dos Animais

A sobrevivéncia dos animais, ap0os a inoculagdo do Plasmodium berghei analisado de
acordo com a contagem de dias esta descrito na figura 8. Todos grupos tratados 3,4,5 e 6,
sobreviveram por um periodo que ultrapassou as 4 semanas de observacédo, contabilizando no
total 30 dias. Os animais do Grupo 2 permaneceram vivos somente até no maximo no 13° dia

apos a infecéo.
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Figura8- Tempo de sobrevivéncia dos camundongos BALB/c infectados com Plasmodium berghei.
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Cada barra representa o tempo de sobrevivéncia (dias). Grupo 1 (controle), Grupo 2 (maléria nao tratada); Grupo
3 (artemisinina 100 mg kg*dia); Grupos 4, 5 e 6 (OECA 200, 100 e 10 mg kg dia).*** Representa que houve uma
diferenca significativa p <0,001 vs Grupo 2 (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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7 DISCUSSAO

A partir deinformacdes etenofarmacoldgicasde Cyperus articulatus para doencas
parasitarias, incluindo a maléria, avaliamos a atividade antiplasmddica e antimalaricado OECA
obtido de rizomas desta planta cultivada em Santarém-Pa.A caracteriza¢do quimica, juntamente
com a avaliacdo da atividade antimalarica e sua toxicidade, visa contribuir com o saber
tradicional e corroborar com o estudo de suas propriedades farmacoldgicas (OLIVEIRA et al.,
2014). No presente estudo, verificou-se que 0 OECA apresenta como composto majoritario a
mustacona. No teste in vitro, exibiu baixa citotoxicidade em linhagem humana Wi26VA-4 e
alta atividade frente duas cepas de P. falciparum W2 e 3D7. Na avalia¢do in vivo, 0 OECA
pode ser administrado com seguranga nas doses avaliadas, apresentando baixa toxicidade
aguda, além de significativa atividade na supressao da parasitemia em camundongos BALB/c
infectados com P. berghei e dos efeitos hematologicos provocado pelo curso normal da
patologia, apresentando eficacia similar a artemisinina.

Varios trabalhos descrevem os efeitos benéficos dos fitoterapicos no quadro clinico
natural da malaria(BALLAL et al., 2011). Historicamente, os produtos naturais sdo as
principais fontes para o desenvolvimento e producdo de medicamentos antimalaricos, a
exemplo da quinina encontrada na casca da Cinchona spp. (Rubiaceae) e a artemisinina isolada
a partir de Artemisia annua L. (Asteraceae), que representam as principais sustancias
antimalaricas naturais encontradas(Pohlit et al., 2013). Entretanto, ndo encontramos na
literatura nenhum trabalho que tenha investigado a atividade antiplasmddica e antimalarica da
espécie C. articulatus.

Na regido Amazonica, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas no tratamento
da maléria entre as populagdes rurais e ribeirinhas.Oliveira et al. (2014)encontrou 26 espécies
de plantas da regido amazonica distribuida em 12 familias e 66 compostos com atividade
antimalarica in vitro contra cepas 3D7, W2, FcB1, K1, D2, D2, D6, F32, FcM29. Martinezet
al.,(2018)em um estudo de avaliacdo etnobotanica com pacientes que apresentavam infeccédo
por malaria na regido amazoénica, destacou a presenca de 16 plantas pertencentes a 10 familias
(Arecacea, Asteraceae, Caprifoliaceae, Costaceae, Cucurbiaceae, Euphorbiaceae, Faba-
ceae, Lamiacea, Rubiaceae, Solanaceae). A familia Cyperaceae foi citada no estudo de
Bussmann E Glenn (2010),no qual aborda tratamentos tradicionais para a malaria e febre no
norte do Peru. Na Guiné Equatorial, as folhas de priprioca sdao misturadas a outras plantas e
utilizadas por curandeiros no tratamento de malaria cerebral (Akendengue, 1992).
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O Oleo essencial foi obtidopelo método de hidrodestilagdo por arraste a vapor.
O rendimento do 6leo essencial C. articulatus resultou em um percentual de 0,6%. Zoghbi et
al.,(2006) encontraram rendimentos semelhantes (0,9 a 1,6%) do rizoma
de C. articulatus utilizando o0 mesmo método. Silva et al.,(2014), encontraram rendimento de
0,3 % utilizando a hidrodestilagio como método de extracdo e rendimentos de 1,2-
3,3% com extracdo por COzpressurizado do 6leo essencial de C. articulatus.

POHLIT et al., (2013)relataram em seu estudo que os metabdlicos secundarios serdo a
fonte da proxima geracao de antimalaricos. Investigamos a composi¢do quimica do OECA e
seus principais componentes sd0 0S monoterpenos a-pineno e B-pineno, além
dos sesquiterpenos a-copaeno, a-selineno, mustacona, ciclocolorenono e cis-
tujopseno (Tabela2). Uma Composicdo quimica semelhante foi descrita por Zoghbi et
al.,(2006) eMouraet al.,(2009), demonstrando que a composi¢cdo quimica do OECA esta de
acordo com o perfil quimico descrito na literatura. Zoghbi et al.,(2008) realizaram outro estudo
sobre a composicdo quimica do O6leo essencial dos rizomas de C. articulatus L.
var. nodosus coletados em diferentes cidades do Para, como Caratateua, Santarém Novo,
Igarapé-Acu e Vigia, ondeos principais componentes encontrados foram: a-pineno (3,6-
25,3%), B-pineno (2,2-12,5%), trans-pinocarveol (2,1-5,4%), mirtenal + mirtenol (2,2-5,5%),
a-copaeno (1,4-2,7%), cipereno (0,6-1,5%), B-selineno (0,9-2,5%), ledol (0,8-5,0), déxido
de cariofileno (3,0-8,2), mustacona (3,3-9,8%), ciperotundona (2,5-4,0) e a-ciperona (3,3-8,9).

Em nosso estudo, a identificacdo dos componentes quimicos presentes no OECA
corrobora com os dados descritos na literatura, variando apenas na concentracdo dos
componentes, sendo a mustacona o marcador quimico do OECA. Entretanto, outras substancias
foram identificadas apenas na amostra OECA, como cyclocolorenone e cis-thujopsenal.

O sesquiterpeno mustacona, indicado como marcador quimico da espécie, foi o
componente quimico majoritario do OECA (9,91%), em nosso estudo, assim como no trabalho
realizado por Zoghbi et al.,(2006)que detectou 7,3-14,5%, utilizando o mesmo método de
extracdo. Silva et al.,(2014) detectaram 8,27 % de mustacona, empregando a hidrodeslilagéo e
11%-21,19% utilizando extracdo com CO- pressurizado. As diferengas quali-quantitativas dos
componentes do 6leo essencial podem ser influenciadas por diversos fatores como temperatura,
luminosidade, sazonalidade, estadgio de desenvolvimento, horario de coleta, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, altitude, poluicdo atmosférica, nutri¢do, pds-colheita, indugdo por
estimulos mecanicos e ataque por patdgenos(ADAMS; SPARKMAN, 2007), o pode justificar

as diferencas encontra nos diferentes estudos.
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As plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios, aliados ao conhecimento
tradicional, contribuem para o desenvolvimento de novos farmacos. A busca por compostos
bioativos aumentou a importancia das plantas medicinais(KAMALA et al., 2018). Kamala et
al., (2018) destacaram que os metabdlitos secundarios a-ciperona e -selineno obtidos a partir
de C. rotundus exibiram forte atividade antimalarica. Os compostos citados também foram
encontrados na anélise da composi¢do quimica por Zoghbi et al., (2006)e Zoghbi et al., (2008)
em produtos vegetais a partir de C. articulatus e no OECA, analisado neste trabalho, nas
concentracdes de 0,589 e 0,312 % respectivamente.

Varios compostos isolados de plantas possuem atividade antiprotozoaria como
as chalconas, alcaloides,aftoquinonas, lignanas, neolignanas e terpenos.Oleos essenciais ou
volateis geralmente sdo obtidos por técnicas de extracdo de fragrancias como hidrodestilagdo ou
destilagdo de arraste de vapor d’agua. Sao misturas altamente complexas de moléculas sensivel
a temperatura de baixo peso molecular, geralmente apresentando odor agradavel e sabor, além
de algumas propriedades bioldgicas, sendo utilizados nas indUstrias de cosméticos, de alimentos
e farmacéuticas(RUBIOLO et al., 2010; Calo et al., 2015).

No presente estudo, quase 80 % da amostra estudada pertence a classe
dos terpendides. Os monoterpenos e sesquiterpenos foram 0S
principaiscompostos  metabolicos  secundarios identificados nos dleos essenciais
de C. articulatus deste estudo, bem como no trabalho Zoghbi et al.,(2006). A artemisinina,
importante antimalarico encontrado na Artemisia annua (Asteraceae),é um metabolito natural
que representa a classe dos terpendides com atividade bioldgica. A serie terpénica é formada
pela justaposi¢édo sucessiva de cinco carbonos (C5), denominados isopentenilpirofosfato (IPP).
Nela encontram-seos monoterpenos comesqueletocarbénico formado por 10 atomos e
0s sesquiterpenos com 15 atomos de carbono, presentando-se emvarios arranjos em estruturas
aciclicas, monociclicas, diciclicas e tetraciclicas. (RUBIOLO et al., 2010; CALO et al., 2015).

Os sesquiterpenos oxigenados representaram um total de 50,6 % do OECA, estando de
acordo com os resultados apresentados por Silva et al.,(2014), que encontrou de 39-70%
de sesquiterpenos oxigenados nas amostras de C. articulatus, aplicando hidrodestilacdo e
CO2 pressurizado como metodo de extragéo.

Dentre os estudos quimicos acerca de C. articulatus, Nyasse et al.,(1988) relataram os
principais componentes quimicos do extrato hexanico dos rizomas, entre
eles mandassidiona, mustacona e isopatchoul-4(5)en-3-ona, todos dicetonas sesquiterpénicas.
Esses compostos também foram detectados por Zoghbi et al.,(2006) no éleo essencial dos

rizomas, alem do oOxido de cariofileno (10,1%) e a-pineno (6,5%).
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Para determinar a toxicidade do OECA, foram realizados testes de citotoxicidade e
toxicidade aguda que apresentam fundamental importancia quando se busca avaliar a atividade
bioldgica de produtos de origem vegetal, visto que substancias candidatas a novas drogas
podem promover efeitos colaterais (SONAGLIO et al., 2003). Nossos resultados demonstraram
que a dose toxica aguda do OECA é maior que 2000 mg/kg em camundongos BALB/c,
classificando-a na categoria 5 do Globally Harmonized Classification System (GHS), segundo
o critério do protocolo adotado.

Foi observada a variacao de peso positiva dos camundongos tratados com o OECA e o
controle (Tabela 3) no teste de toxicidade aguda com uma Unica dose. Nao houve
diferenca estatistica neste parametro, o que contribuiu para a classificagdo como altamente
segura segundo a OECD, (2011). A toxicidade aguda de drogas testes
podem ser observadas através de alteracGes na pele, nos pelos, nos olhos, nas mucosas, no peso,
na atividade somatomotora ouno comportamento. A alteracdo imediata visivel mais comum de
acao toxica é a reducdo do peso do animal(LEMOS et al., 2018)

Singh et al., (2015) relataram que o extrato etandlico de Cyperus rotundus, quando
administrado por via oral em camundongos, nas concentracdes de 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg de
peso corporal utilizando as diretrizes do protocolo 423 da OECD, ndo apresentou toxicidade
aguda e nem mortalidade em nenhum grupo testado. Nosso resultado corrobora com o
estudodescrito por esses autoresquanto a toxicidade aguda do género Cyperus. Em um estudo
semelhante de toxicidade aguda com Gleo essencial de C. articulatus, na dose de 2000 mg/kg
por via oral realizado por Metuge et al. (2014), também ndo causou morte em
camundongos BALBI/c.

Na analise do peso corporal dos animais, a variacdo de peso positiva ratifica a
classificacdo da categoria 5 da GHS do OECA, como altamente segura. O resultado encontrado
no teste de toxicidade aguda in vivo serviu como base para definir as doses do OECA a serem
utilizados no teste antimalarico in vivo como recomendado porBallalet al.,(2018).

A avaliacdo do efeito citotoxico do OECA foi realizada pelo método da reducdo do MTT
na linhagem celular Wi26VA-4, apresentando um ICsp> 100. Quando comparado com 0
ICso das duas cepas de P. falciparum, nota-se uma margem de seguranga, no minimo, 40 vezes
menor. O valor elencado do ICso para a linhagem de células humanas demostra a baixa
acdo citotoxica do OECA (Tabela 4).

No entanto, o 6leo essencial de C. articulatus testado por Metuge et al.,(2014) foi
considerado moderadamente toxico em células de rins de macacos com o 1Cso de 93,7 pg/ml.

O resultado diverge do apresentado pelas células do tipo Wi26VVA-4podendo estar relacionado
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a variacdo da composicdo quimica do 6leo. N&o se tém descrito na literatura testes de
citotoxicidade com outras linhagens celulares normais com a espécie C. articulatus.

Em um estudo realizado por Kabbashi et al.(2015), utilizando
extrato etandlico Cyperus rotundus L, do mesmo género da planta em estudo, em linhagens de
rins de macacos, ndo foi apresentado citotoxicidade (ICso> 100), semelhante ao
resultado apresentado neste estudo.

No ensaio antiplasmadico in vitro, 0 OECA apresentou
altopotencial antiparasitario com valores de 1Cso 1,21 e 2,3 pg ml™? frente as duas cepas de P.
falciparum 3D7 e a W2. Rukunga et al.,(2009)destacou que o extrato aquoso e etandlico dos
rizomas de C. articulatus, através da técnica in vitro e micro diluicdo semiautomatica, que mede
a capacidade dos compostos em inibir a incorporacdo de [G-3H] hipoxantina no parasito,
apresentou atividade inibitdria do crescimento frente as cepas NF 54 (sensivel a CQ) e ENT 36
(isolado CQ-resistente, originalmente obtido de um paciente de Entosopia, Provincia Rift-
Valley, Quénia) com ICso de 7,87 e 8,59 pg/ml para o extrato aquoso e ICso de 4,84 e 8,68
pg/ml para o extrato etandlico, respectivamente.Comparando com nosso resultado, observamos
que o OECA é mais ativo que os resultados do extrato aquosoe etanolico de
C. articulatusdescrito no trabalho de Rukunga et al., (2009).

Rukunga et al.,(2008) descreveram a atividade antiplasmddica de
dois sesquiterpenos isolados do extrato cloroférmico dos rizomas
de C. articulatus, a corimbolona e mustacona, frente a cepas NF 54 e ENT 36 apresentando
ICso de 1,07 e 1,92 pg/ml para e 0.14 e 0.25 pg/ml, respectivamente. Nota-se que
0 sesquiterpeno mustacona é 10 vezes mais ativo em relacdo a corimbolona. A mustacona é o
composto majoritario encontrado no OECA cultivado em Santarém-PA, na concentracdo de
9,91%.

Outras espécies do género Cyperus sdo utilizadas mundialmente para o tratamento da
malaria, como a C. rotundus L. na medicina tradicional iraniana(GHAFARI et al.,
2013).  Thebtaranonth et al.,(1995) descreveram a atividade antimalarica
de sesquiterpenos presentes em tubérculos de C. rotundus, entre eles o patchoulenone, a-0xido
de cariofileno, 10,12-peroxicalameneno e 4,7-dimetil-1-tetralona. O extrato acetato de etila do
tubérculo de C. rotundus apresentou atividade antimalarica em ensaio baseado em fluorescéncia
com ICsp de até 10 pg/ml, indicando ser eficaz contra as cepas 3D7 (cloroquina sensivel) e
INDO (resistente a cloroquina) de P. falciparum em um ensaio in vitro realizado por Kaushik et
al.,(2013).
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No desenvolvimento de novas drogas antimalaricas, buscam-se substancias com alto
indice de seletividade (IS), indicando sua especificidade pelas hemacias infectadas
(BASORE et al., 2015). De acordo com Katsuno et al.,(2015), uma droga com potencial
antimalarico deve apresentar IS superior a 10. Considerando este pardmetro, o0 OECA exibiu
excelente IS, com valor superior a 80 para a cepa P. falciparum W2 e 40 para a cepa P.
falciparum 3D7.

A atividade antimalarica in vivo do OECA foi testado utilizando camundongos BALB/c
infectados com o P. berghei. O OECA foi ativo na reducao dos niveis de parasitemia na malaria
experimental seguindo a classificacdo adotada por Coutinho et al.,(2013)e De Rezende et
al.,(2013), que consideraram ativas substancias que provocam supressao parasitaria > 40% em
estudos de atividade antimalarica in vivo. O OECA provocou a supressdo da parasitemia em
48,94% na concentracdo de 10mg/kg e supressdo de parasitemia >74% para as doses de 100 e
200 mg/kg in vivo, enquadrando-se na classificagdo como droga ativa. No décimo dia,
encontramos a parasitemia de 6,3%,3,31% e 3,06% correspondendo as doses de 10, 100, e 200
mg/Kg, respectivamente. Notou-se a reducdo da parasitemia sanguinea em todos os grupos
tratados quando comparados ao grupo que foi somente infectado com o P. berguei,
demostrando resultados promissores que podemos associar posteriormente aos resultados dos
indicadores sanguineos, que possui efeito direto desta acdo. Os dados da reducédo da parasitemia
sdo semelhantes aos dados descritos na literatura em mesmo modelo experimental em testes
com fitoterapico com efeito antimalaricos (BALLAL et al., 2011).

Samy e Kadarkari(2011) também avaliaram a atividade antiplasmaodica in vivo de outra
espécie do género Cyperus, extratos das folhas de Cyperus rotundus em combinagdo com
cloroquina frente ao P. berghei tolerante a cloroquina (estirpe NK65). Na dose de 500 mg/kg
administrada em camundongos, os extratos ciclo-hexano (CH); cloreto de metileno (MC);
extrato bruto (CE) e extrato metandlico (ME) apresentaram, respectivamente, 85+3.5%,
80+3.2%, 84+3.5% e 87+3.8% de inibicdo da parasitemia. A taxa de sobrevivéncia foi de 58%,
55%, 59% e 50% para os animais tratados com CH, MC, CE e ME, respectivamente. Em
associacdo com cloroquina, as porcentagens de inibicdo da parasitemia foram de 87+3.1,
83+3.5, 87+3.0 e 90+4 e a taxa de sobrevivéncia de 60%, 58%, 61% e 63%, respectivamente.

Nossos dados demonstram que todos os animais que receberam tratamento com OECA
obtiveram um tempo de sobrevida maior que 30 dias semelhante ao do Grupo 3, tratado com o
antimalérico padrdo, nas trés doses testadas. Os animais infectados com P. berghei e nédo
tratados permaneceram vivos somente até,0 12° dia ap6s a infecdo. O tempo de sobrevida

demostrado pelo Grupo 2, infectado por P. berghei e ndo tratada, corrobora com outros
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trabalhos apresentado na literatura como média de sobrevida semelhantes, como apresentada
por Somsak et al. 2015.

Os resultados da anélise de sobrevidademostrados pelos Grupos 4, 5 e 6 tratados com o
OECA nas doses de 200, 100 e 10 mg/kg/diaindicam,que a espécie estudada possui uma maior
atividade antimalarica in vivo, quando/ comparamos com extratos das folhas
deCyperus rotundus, estudada porSamy e Kadarkari(2011), mesmo tendo utilizado uma dose
250% maior do que a dose testada neste trabalho, obteve menor tempo de sobrevivéncia nos
camundongos infectados e tratados.

N&o foi encontrado, na literatura, a descri¢do da atividade antimalérica in vivo de qualquer
produto vegetal derivado da espécie Cyperus articulatus avaliando a parasitemia, a analise da
sobrevida ou o0s parametros hematolégicos em camundongos ou ratos.A anemia,
trombocitopenia e leucocitose sdo alguns dos principais sintomas nas infecdes por maléria,
levando a complicagdes hematoldgicas importante comuns em pacientes com malaria. Ao se
desenvolver de formas sexuada no interior dos glébulos vermelhos o Plasmodium provoca a
lise das hemacias consequentemente a reducdo de hemoglobina e o volume das células, além
de as alteragdes estruturais, bioguimicas e fisioldgicas resultadondo em anemia grave o que
pode comprometer todos o0s 6rgaos e tecidos do corpo humano (ASANGA et al., 2017).

A reducdo do RBC, HTC e HGB nos camundongos infectados com o P. berghei ndo
tratados descritos na tabela 4, sdo semelhantes aos encontrado por Ballal et al.,(2011) e Souzaet
al.,(2018) indicando concordancia com o apresentado pela literatura que utilizaram modelos de
infeccbes em camundongos.

O Grupo 3, do nosso experimento, tratado com artemisinina que é um farmaco padréo
utilizado no tratamento da maléria obteve diferenca significativa (p<0,001) do grupo maléria,
com o aumento dos valores de RBC, HTC e HGB. A reversdo desses parametros no
grupo artemisinina evidenciou a eficAcia em reproduzir a relagdo parasito-hospedeiro no
modelo experimental com camundongos BALB/c, o que se torna importante quando se objetiva
analisar o efeito produzido pela droga teste nestes parametros (MIZOBUCHI et al., 2014).

Os resultados dos parametros hematoldgicos da série vermelha (tabela 5) demonstrou
gue houve um aumento no nimero de eritrécitos de 144,85%, 120,08% e 9,67%, de quantidade
de hemoglobina de 94,15%, 90,58% e 12,66 % e no percentual do hematdcrito de 105,54%,
82,12% e 21,12% dos grupos tratados com o dleo essencial de C. articulatus nas doses de 200
mg, 100mg e 10 mg, respectivamente em relacdo ao grupo malaria ndo tratada.O tratamento
com a Artemisinina 100 mg (Grupo 3) promoveu o aumento de 205,53%, 121,01% e 129,73%
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no numero de hemécias, quantidade de hemoglobina e percentual de hematdcrito,
respectivamente.

A anemia representa o curso severo da malaria e esta complicacéo clinica que pode ser
letal, também pode ser observada na infec¢do de camundongos com o P. berghei. Os resultados
encontrados no exame de sanguemostraram que o tratamento com OECA nas doses de 100 e
200 mg/kg apresentaram diferenca significativa (p <0,05) no aumento do RBC, HTC e HGBem
relacdo ao grupo maléria (tabela 5). O RBC, HTC e HGBforam superiores a 8 x 10° p/l, 13 g/dl
e 43 % nos grupos tratados com OECA nas doses de 100 e 200 mg/kg, enquanto que 0 grupo
n&o tratado apresentaram os valores de 3,6 x 10° /I, 6,94 g/ dl e 25,34%, respectivamente, que
sdo correspondentes ao quadro de anemia. Os resultados mostram a eficacia do tratamento com
OECA no aumento dos principais parametros hematologicos. A  diminuicdo
da hemolise provocada pela reducdo da parasitemia nos grupos testados com o OECA esta
fortemente associado com o aumento significativo do RBC, HTC e HGBrevertendo o
quadro anémico frequente na malaria.

O resultado do parametro hematolégico (Leucograma) (Tabela 6) demonstrou que
houve uma reducéo no numero de leucécitos de 93,34%, 91,48% e 89,32% dos grupos tratados
com o Oleo essencial de C. articulatus nas doses de 200 mg, 100mg e 10 mg, respectivamente
em relagdo ao grupo Grupo 2. O tratamento com a Artemisinina 100 mg (Grupo 3) promoveu
a reducdo de 94,88%. Os numeros de leucdcitos estdo aumentado em um em um estagio de

infeccdo, o que pode ser visualizado no grupo 2.

O aumento no WBC ap0s a infeccdo pelo plasmddio no Grupo 2indica a tentativa do
sistema imunolégico de combater a infecgdo, de acordo com o apontado por Lacerda-Queiroz
et al.,(2012) na resposta inflamatdria de camundongos BALB/C infectados por P. berghei.

Avaliando o leucograma dos animais (tabela 6) com apoio da literatura(Ballal et al.,
2011; Lacerda-Queiroz et al., 2012), podemos inferir que a reducéo significativa (P<001) no
namero de leucdcitos totais incluindo os linfécito, mondcitos e neutréfilos segmentados nos
animais infectados com Plasmodium tratados com OECA nas doses de 100 e 200 mg/kg/ por
peso corporal quando comparados ao grupo malaria, pode estar relacionado a reducdo
da parasitemia (<74% para ambos 0s grupos) nestes grupos, 0 que gerou a reducao da resposta
inflamatoria dos animais, relacionado a diminuicdo da hemdlise excessiva, que gera a liberacao

do parasito e inicia a resposta imunoldgica celular com o recrutamento das células de defesa.
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8 CONCLUSAO

O OECA obtido a partir dos rizomas de Cyperus articulatus cultivados em Santarém
(PA), que apresentou como principal composto o mustakone, exibiu baixo 1Cso contra duas
cepas de Plasmodium falciparum - W2 e 3D7. Também demonstrou um efeito significativo na
supressdo da parasitemia de camundongos BALB/c infectados com P. berghei, além da
reduccdo da anemia, interrompendo a esquizogonia eritrocitica. Além disso, tem baixa
citotoxicidade contra a cepa humana Wi26V A-4 e toxicidade aguda in vivo superior a doses de

2.000 mg/kg. Em comparagdo com a artemisinina, a OECA exibiu resultados promissores,
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levando em conta que 0s 6leos volateis sdo uma mistura complexa para varios compostos que
podem agir sinergicamente. Cyperus articulatus que hoje é principalmente explorado como
matéria-prima pela industria cosmética possue potencial antimalarico e merece estudos
posteriores que possam levar ao desenvolvimento de uma droga alternativa no tratamento da

malaria.
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